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1 Einleitung und Zielstellung 
Amadori-Produkte (ARP) werden spontan, das heißt nicht enzymkatalysiert gebildet. Sie 
entstehen in der ersten Phase der Maillard-Reaktion aus der Kondensation von reduzierenden 
Zuckern und Aminen, wie der Lysinseitenkette von Proteinen, beispielsweise beim Erhitzen 
von Lebensmitteln und – etwas langsamer – in vivo. 
In Lebensmitteln werden ARP vor allem als Indikatoren für eine thermische Belastung 
betrachtet. Sie sind zudem Precursoren für eine Vielzahl an Maillard-Reaktionsprodukten 
(MRP), welche unter anderem wertgebende Aroma- und Farbstoffe darstellen. Durch die 
Reaktion des Zuckers mit Lysin steht diese essentielle Aminosäure dem Körper nicht mehr 
zur Verfügung, was gleichfalls einen Wertverlust darstellt. ARP werden kaum absorbiert und 
gelangen in den Dickdarm.  
Zu den ernährungsphysiologischen Eigenschaften dieser Verbindungen ist darüber hinaus 
wenig bekannt. Ältere Untersuchungen weisen auf eine Hemmung von Enzymen der Kohlen-
hydratverdauung hin (Lee et al., 1977a; Öste et al., 1985). Im Rahmen von Studien zum 
Verhalten von MRP im Gastrointestinaltrakt stellt sich auch die Frage, ob die glycosidischen 
Bindungen der ARP von Oligosacchariden im Darm hydrolysiert werden oder ob Oligosac-
charid-ARP möglicherweise intakt in den Körper diffundieren können. 
Deshalb ist der Einfluss von ARP auf die Enzyme der Kohlenhydratverdauung, konkret die 
bürstensaummembranständigen Disaccharidasen, ein Gegenstand dieser Arbeit. Insbesondere 
soll untersucht werden, ob ARP von Disacchariden wie Lactose und Maltose Substrate dieser 
Enzyme sind. Zudem ähneln ARP strukturell einigen bekannten, zur Diabetesbehandlung 
eingesetzten Glycosidase-Inhibitoren, weshalb auch sie diese Enzyme hemmen könnten. Eine 
Hemmung der Lactase hätte für den Menschen wahrscheinlich spürbare Konsequenzen, da 
Lactase bereits der limitierende Faktor in der Lactose-Absorption ist und eine vorhandene 
Lactoseintoleranz durch zusätzliche Inhibitoren in erhitzten Milchprodukten verstärkt würde. 
Als Modelle für intestinale Disaccharidasen sollen Caco-2-Zellen verwendet werden. 
Die physiologische Bedeutung von ARP in vivo wird überwiegend negativ bewertet. Die 
Modifizierung eines Lysinrestes oder N-Terminus mit einem Zucker kann die Eigenschaften 
funktioneller Proteine ändern; darüber hinaus gelten ARP auch hier als Precursoren für 
weitere, zum Teil bioaktive Verbindungen. Kürzlich wurden mit Fructosamin-3-kinase 
(FN3K) und Fructosamin-3-kinase-Related Protein (FN3K-RP) zwei Enzyme entdeckt, 
welche ARP in vivo abbauen können und dabei die primäre Aminogruppe regenerieren 
(Delpierre et al., 2000b; Collard et al., 2003). Diese ubiquitär verbreiteten Ketosaminkinasen 
(Delplanque et al., 2004) werden zum Teil als Verteidigungssystem vor Schäden durch die 
Maillard-Reaktion in vivo betrachtet (Szwergold und Beisswenger, 2003). Allerdings scheint 
das Fehlen von FN3K die Lebensfunktionen nicht zu beeinträchtigen (Veiga-da-Cunha et al., 
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2006). Zum Teil gelten sie sogar als Ursache solcher Schäden, da durch ihre Katalyse reaktive 
Dicarbonylverbindungen entstehen (Kappler et al., 2001). Deshalb werden auch FN3K-
Inhibitoren gesucht (Tsai et al., 2006).  
Zur Auflösung dieser Widersprüche ist eine genauere Charakterisierung dieser Enzyme 
wichtig. In dieser Arbeit soll vor allem die Substratspezifität von FN3K und FN3K-RP an 
einem größeren Spektrum von ARP und strukturell ähnlichen Substanzen betrachtet werden 
als bisher erfolgt. So gewonnene Erkenntnisse sollen zum Verständnis der physiologischen 
Funktion dieser Enzyme beitragen, vor allem aber die Entwicklung von stärkeren Inhibitoren 
als bisher bekannt vorantreiben. Ein Inhibitor, der eines der beiden Enzyme stark und selektiv 
inhibiert, kann die biochemische und physiologische Charakterisierung dieser Enzyme 
erleichtern. Für FN3K ist darüber hinaus eine relativ große Variabilität der Enzymaktivität 
zwischen verschiedenen Individuen bekannt (Krause et al., 2006). Deshalb soll auch FN3K-
RP im Blut verschiedener Probanden untersucht werden.  
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2 Hintergrund und Wissensstand 
2.1 Maillard-Reaktion in Lebensmitteln 
Als Maillard-Reaktion wird eine komplexe Reaktionsfolge ausgehend von Aminen und 
Zuckern bezeichnet, die mit prinzipiell ähnlichen Reaktionsmechanismen zu einer Vielzahl an 
Produkten führt. Diese Reaktionsfolge wurde von Maillard (1912) zunächst an wässrigen 
Lösungen von Aminosäuren mit Glucose, später an Lebensmitteln (Hodge, 1953) und auch in 
vivo untersucht (Rahbar et al., 1969).  
2.1.1 Reaktionswege in der Maillard-Reaktion 
Um die Maillard-Reaktion zu systematisieren, wird hier auf die weit verbreitete Einteilung 
von Hodge (1953) zurückgegriffen, auch wenn es mittlerweile neue Konzepte gibt (Yaylayan, 
1997) und die Übergänge zwischen den Stufen fließend sind.  
2.1.1.1 Initiale Stufe 
Die Initialphase, auch Frühphase genannt, ist spezifisch für die Maillard-Reaktion und grenzt 
sie von anderen Reaktionen wie der Karamellisierung mit zum Teil ähnlichen Produkten ab. 
Zuerst reagiert ein reduzierender Zucker mit einem primären oder sekundären Amin, wobei 
das Stickstoffatom nucleophil am Carbonyl-Kohlenstoff des Zuckers angreift. Durch Abspal-
tung eines Wassermoleküls bildet sich daraus eine Schiff’sche Base, welche schnell zu einem 
N-Glycosid (Glycosylamin) cyclisiert. Dieses kann sich weiter zu einem Desoxyaminozucker 
umlagern (Abbildung 2-1). Die Umlagerungsreaktion ist praktisch irreversibel und das 
Produkt der Umlagerung im Gegensatz zum N-Glycosid relativ säurestabil. Da Amadori 
(1925) einen derartigen Stabilitätsunterschied erstmals an den zwei Reaktionsprodukten von 
Glucose mit aromatischen Aminen feststellte, wurde diese Umlagerungsreaktion und später 
auch das Produkt nach ihm benannt (Kuhn und Weygand, 1937). 
Der in Abbildung 2-1 dargestellte Reaktionsweg gilt für alle Zucker mit einer reduzierenden 
Aldose-Einheit und für alle primären und sekundären Amine. Formal wird aus der Aldose 
dabei eine substituierte Ketose. Die π-Elektronensysteme in aromatischen Aminen können die 
Schiff’sche Base (Immonium-Ion, Amino-Carbenium-Ion usw.) stabilisieren. Glycosylamine 
von aliphatischen Aminen werden dagegen als nicht fassbare Zwischenprodukte eingestuft 
(Hodge und Rist, 1953), weil sie leicht hydrolysieren (Rückreaktion) oder zum Amadori-
Produkt (ARP) weiterreagieren. Ihr Vorkommen an Proteinen konnte jedoch belegt werden 
(Neglia et al., 1983).  
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Abbildung 2-1: Reaktionsweg zur Bildung des Amadori-Produktes (Simon und Kraus, 1970; Wrod-
nigg und Eder, 2001; Krause, 2004). 
ARP sind wie ihre Zuckerprecursoren reduzierend (Abrams et al., 1955) und können mutaro-
tieren: Die ARP von Glucose liegen überwiegend in der β-Pyranose-Form vor (Yaylayan und 
Huyghues-Despointes, 1994), wie sie in Abbildung 2-1 gezeichnet ist. Nε-Fructosyllysin 
(LysFru) beispielsweise ist in wässriger Lösung bei 25 °C zu 70 % β-Pyranose, wobei dieser 
Anteil kaum von der Art des Amins abhängt (Mossine et al., 1994). Hingegen ist der Einfluss 
des Zuckers groß; als Faustregel gilt, dass die Anteile der Anomeren im ARP ähnlich denen 
der analogen Ketose sind, z.B. Lactulosyllysin (LysLacu) ähnlich der Lactulose (Feather und 
Mossine, 1998).  
Für Produkte aus Ketosen haben Heyns et al. (1967) eine analoge Umlagerung postuliert, bei 
der sich durch die entstehende Chiralität des zweiten C-Atoms zwei Isomere bilden. Aus 
Fructose und Lysin entstehen beispielsweise Glucosyllysin (LysGlc) und Mannosyllysin 
(LysMan, Abbildung 2-2) in je nach Reaktionsbedingungen unterschiedlichen Verhältnissen. 
Die Heyns-Umlagerung ist reversibel (Heyns und Breuer, 1958). Ein Nebenprodukt der 
Reaktion von Fructose mit Aminosäuren ist das isomere ARP, während aus Glucose und 
Lysin keine Heyns-Produkte (HRP) entstehen (Heyns et al., 1967; McPherson et al., 1988). 
Später wurden bei milder Inkubation von Fructose mit Lysin auch Produkte gefunden, in 
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denen die Carbonylgruppe nach der Umlagerung der Schiffschen Base nicht am C1, sondern 

























D-Glucosyllysin 2-Desoxy-3-keto-2-aminozuckerD-Mannosyllysin  
Abbildung 2-2: Strukturformeln der Heyns-Produkte aus Fructose und Lysin und des von Suárez et al. 
(1989) beschriebenen 3-Keto-Umlagerungsproduktes. 
Die Reaktivität eines Zuckers in der Reaktion zum Glycosylamin wird vor allem durch den 
Anteil der offenkettigen Carbonylform bestimmt (Bunn und Higgins, 1981), da nur in dieser 
Form das vom Stickstoffatom angegriffene (Carbonyl-)Kohlenstoffatom deutlich elektrophil 
ist. Der Anteil der Carbonylform steigt mit höherer Temperatur und höherem pH-Wert der 
Lösung, hängt jedoch am stärksten von der Konfiguration der Zuckerkette ab. Glucose hat 
von allen bekannten Pentosen und Hexosen mit ca. 0,002 % den niedrigsten Anteil an 
Carbonylform in Lösung, ist am wenigsten reaktiv und spielt vermutlich deshalb als Energie-
träger in biologischen Systemen eine so große Rolle (Bunn und Higgins, 1981). Glyceralde-
hyd in 100 % Carbonylform ist der reaktivste Zucker.  
Weiterhin sind Ketosen in ihrer offenkettigen Form weniger reaktiv als offenkettige Aldosen, 
wie am Beispiel von Dihydroxyaceton und Glyceraldehyd ersichtlich, da ihr Keto-Kohlenstoff 
weniger elektrophil ist (Bunn und Higgins, 1981; Naranjo et al., 1998). Für Fructose wurde 
eine höhere Aktivierungsenergie in der Reaktion mit Lysin als für Aldosen beobachtet, d.h. 
bei moderaten Temperaturen ist sie weniger reaktiv als Glucose und Maltose, bei hoher 
Temperatur jedoch reaktiver (Naranjo et al., 1998). 
Die Reaktivität verschiedener Amine unter sonst gleichen Bedingungen wird vor allem durch 
ihren pKa-Wert bestimmt, da sie deprotoniert vorliegen müssen (Acharya et al., 1991). In 
biologischen Systemen sind dabei die Aminogruppen der Lysinseitenketten am Protein, die 
N-terminalen Aminogruppen von Proteinen, Peptiden und freien Aminosäuren, die Ami-
nogruppe des Phosphatidylethanolamins, einige biogene Amine, sowie die Aminogruppen der 
Nucleoside Reaktionspartner für Zucker.  
Die Umgebung der Aminogruppe im Proteinverband hat ebenfalls Einfluss auf die Reaktivi-
tät. Benachbarte Carboxylatgruppen zum Beispiel fördern die Amadori-Umlagerung (Acharya 
et al., 1991; Venkatraman et al., 2001). Als geschwindigkeitsbestimmender Schritt der 
Umlagerung bei neutralem pH-Wert gilt die Abstraktion eines Protons vom zweiten Kohlen-
stoffatom des Zuckers (Yaylayan und Huyghues-Despointes, 1994), was die Katalyse durch 
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die basischen Carboxylatgruppen erklärt. Darüber hinaus wurde ein katalytischer Einfluss von 
ortho- und Pyrophosphaten auf die Amadori-Umlagerung und andere Enolisierungsreaktionen 
beobachtet (Thornalley et al., 1984; Watkins et al., 1987). Über welchen Mechanismus dies 
wirkt, ist noch nicht sicher bekannt, eine basische Katalyse (Zyzak et al., 1995) oder gar 
kovalente Bindung des Phosphates an das Carbonylkohlenstoffatom wurde vermutet (Rizzi, 
2004). Dies erklärt teilweise auch die hohe Reaktivität von Ribose-5-phosphat, dessen 
intramolekulare Phosphatgruppe im Glycosylamin direkt über dem C1-Atom des Zuckers liegt 
(Sandwick et al., 2005).  
2.1.1.2 Intermediäre Stufe 
ARP und HRP sind nicht die Endprodukte der Maillard-Reaktion. Je nach Reaktionsbedin-
gungen unterliegen sie einer Folge von Säure-Base-katalysierten Enolisierungen, Dehydrati-
sierungen, Oxidationen und C-C-Spaltungen (Hodge, 1953; Yaylayan und Huyghues-
Despointes, 1994). In Abbildung 2-3 ist links die Bildung von 3-Desoxy-1,2-glucosulose 
(3-DG) mit dem intermediären 1,2-Enaminol aus einem Fructosamin gezeigt; dies ist der 
Hauptabbauweg im sauren Milieu (van Boekel, 1998; Weenen, 1998). Das 2,3-Endiol führt 
über eine analoge β-Eliminierung von Wasser zu 1-Desoxy-2,3-glucodiulose (Abbildung 2-3), 
welche vor allem in neutralem Milieu beobachtet wird (van Boekel, 1998). In beiden Fällen 
geht das Amin frei aus der Reaktion hervor, es kann demnach als Katalysator zur Bildung der 
α,β-Dicarbonylverbindungen aus Glucose betrachtet werden. Während der Karamellisierung 
oder Glucoseautoxidation können sich dieselben α,β-Dicarbonylverbindungen ohne Aminka-
talyse bilden, nur sind dafür extremere Bedingungen in Temperatur (>120 °C) und/oder pH-
Wert (<3, >8) nötig (Kroh, 1994; Thornalley et al., 1999). 
Aus dem 2,3-Endiol kann unter Eliminierung von Wasser statt des Amins auch N-(5,6-
Dihydroxy-2,3-dioxohexyl)-amin entstehen (Abbildung 2-3). Wandert die Enolgruppe nach 
diesem Schema bis zum 5. und 6. C-Atom, bildet sich das ebenfalls amingebundene (N6-(2,3-
Dihydroxy-5,6-dioxohexyl)-L-lysin aus LysFru (Biemel et al., 2002a; Reihl et al., 2004). 
Unter Deprotonierung der OH-Gruppe am 2. oder 3. C-Atom, d.h. insbesondere im alkali-
schen Milieu, ist eine Spaltung der Kohlenstoffkette möglich, die in einer formalen Umkehr 
der Aldolkondensation (Retroaldolspaltung) zur Bildung von Tetrose- und Triosederivaten 
(Zyzak et al., 1995) sowie Methylglyoxal führt (Thornalley et al., 1999). In Anwesenheit von 
Sauerstoff und katalytisch wirkenden Metallionen kann die Kohlenstoffkette auch oxidativ 
gespalten werden, so dass aus dem 2,3-Endiol ein amingebundener Carboxymethylrest, im 
Falle von Lysin Nε-Carboxymethyllysin (CML), und Erythronsäure entstehen (Ahmed et al., 
1986). Oxidative Bedingungen fördern auch die Bildung von Glyoxal aus dem ARP 
(Thornalley et al., 1999). Die Aktivierungsenergie für Zerfallsreaktionen ist offensichtlich 
höher als für die Bildung von ARP, da bei niedriger Temperatur ARP nur langsam weiterrea-
gieren (Yaylayan und Huyghues-Despointes, 1994). Auch die schon oben erwähnten Phospha-
tionen begünstigen den Abbau (Zyzak et al., 1995). 






























































Abbildung 2-3: Bildung von α,β-Dicarbonylverbindungen durch Enolisierung des Amadori-Produktes 
und Eliminierungsreaktionen 
Die Reaktivität der ARP und HRP hängt daneben vom Zuckerrest ab. Ein typisches Produkt 
der ARP von 1→4-verknüpften Disacchariden ist N-(5,6-Dihydroxy-2,3-dioxohexyl)-amin, 
auch 4-Desoxy-2,3-glucodiulose genannt (Abbildung 2-3), da der nichtreduzierende Zucker-
rest leichter eliminiert wird als eine Hydroxylgruppe (Hollnagel und Kroh, 2000). Maltulo-
sylglycin bräunt beim Erhitzen doppelt so schnell wie Fructosylglycin (Kroh et al., 1992). 
Typisch für ARP aus Zuckerphosphaten wie Ribose-5-phosphat ist analog dazu die Eliminati-

















Abbildung 2-4: Strukturen intermediärer Dicarbonylverbindungen der Maillard-Reaktion 
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2.1.1.3 Finale Stufe 
Die intermediären α,β-Dicarbonylverbindungen sind sehr reaktiv. Als nucleophile Reaktions-
partner kommen neben der Aminogruppe auch die Guanidinogruppe (Arginin) und die 
Thiolgruppe (Cystein) in Frage, so dass sich das Produktspektrum stark vergrößert. In 
Abbildung 2-5 dargestellte Beispiele für Reaktionen mit Proteinen sind das Reaktionsprodukt 
von 3-DG mit der Lysinseitenkette – Pyrralin (Nakayama et al., 1980), ein Reaktionsprodukt 
von 3-DG mit der Argininseitenkette – 3-DG-Hydroimidazolon 1 (3DG-H1) (Hayase et al., 
1998), das oben schon erwähnte CML als Reaktionsprodukt von Glyoxal mit Lysin (Glomb 
und Monnier, 1995) und das Produkt des lysingebundenen 5,6-Dicarbonyls mit Arginin – 
Glucosepan (Lederer und Klaiber, 1999; Biemel et al., 2001). Letzteres führt zu einer 









































Abbildung 2-5: Strukturen ausgewählter Endprodukte der Maillard-Reaktion: 3DG-H1, Pyrralin, 
Glucosepan und CML. 
Einige der in Abbildung 2-5 gezeigten Strukturen und ihre verwandten Verbindungen können 
miteinander, mit weiteren Dicarbonylverbindungen oder anderen Nucleophilen reagieren, so 
dass letztendlich gelb bis braun gefärbte Polymere, die Melanoidine entstehen (Ledl und 
Schleicher, 1990). Diese gaben der Maillard-Reaktion den Namen „nicht-enzymatische 
Bräunung“ (Hodge, 1953). Daneben entstehen auch zahlreiche niedermolekulare, flüchtige 
Produkte, die oftmals aroma-aktiv sind (Ledl und Schleicher, 1990).  
2.1.2 Maillard-Reaktionsprodukte in Lebensmitteln 
Die unter 2.1.1 erläuterten Reaktionen haben bei der Lagerung und Zubereitung von Lebens-
mitteln zum Teil optimale Bedingungen. Tatsächlich zielt ein großer Teil der Zubereitungsar-
ten darauf ab, die Maillard-Reaktion zu fördern oder sogar in bestimmte Richtungen zu 
lenken, um gewünschte Aromen, Farben (Ames, 1998) oder Texturen (Mulsow et al., 2008) zu 
erhalten, sei es eine starke Erhitzung, die Laugenbehandlung von Brezeln, die Honigkruste 
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auf der Bratente oder die Verwendung von Milch in Karamellsüßwaren. Das Wissen um den 
Gehalt bestimmter MRP in Lebensmitteln entsprang teilweise auch der Sorge, dass diese in 
der Ernährung einen nachteiligen Einfluss auf die Gesundheit ausüben (Sebekova und 
Somoza, 2007). Zumindest bei limitierter Proteinzufuhr ist der durch Maillard-Reaktion 
bedingte Verlust essentieller Aminosäuren wie Lysin als Mangelernährung spürbar 
(Erbersdobler, 1966). Das Verhalten der Nahrungs-MRP im Verdauungstrakt wird in Ab-
schnitt 2.2 beleuchtet. Negative Konsequenzen einzelner MRP sind noch nicht hinreichend 
untersucht (Ames, 2007; Henle, 2007). 
Hier soll ein Überblick über den Gehalt der Nahrung an ARP gegeben werden. Zum Ver-
gleich sind auch einige Daten für 3-DG und Pyrralin zusammengestellt. Die Interpretation der 
Literaturangaben zu ARP von verschiedenen Zuckern erfordert zunächst eine kurze Darstel-
lung der hierfür verwendeten Analysenmethoden.  
2.1.2.1 Analytische Erfassung von Amadori-Produkten 
Am weitesten verbreitet ist die Messung des ARP nach salzsaurer Proteinhydrolyse (Resmini 
et al., 1990; Henle et al., 1995). ARP von Hexosen (Glucose, Galactose, vermutlich auch 
andere) dehydratisieren und cyclisieren bei dieser Behandlung, wie in Abbildung 2-6 darge-
stellt, in einem bestimmten Anteil zu aromatischen und somit UV-aktiven 2-Furoylmethyl-
Derivaten der Ausgangsamine (Krause et al., 2003). Das Produkt des Nε-modifizierten 
Lysins, Furosin, wird seit über 40 Jahren als analytischer Indikator für die frühe Maillard-


























Furosin, 30 %  
Lysin, 56 %
Pyridosin, 15 %
Hydrolyse mit 6 M Salzsäure, 
110 °C, 23 h:
 
Abbildung 2-6: Bildung von Furosin bei der Säurehydrolyse von Amadori-Produkten (Krause et al., 
2003). 
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Die Akzeptanz dieses Indikators spiegelt sich in der rechtlichen Festsetzung einer Höchst-
menge für Furosin in Mozzarella traditioneller Art wider (VO 2527/98)1. Furosin entsteht in 
gleicher molarer Ausbeute auch aus Oligosaccharid-ARP mit Hexosen als reduzierender 
Komponente, da die glycosidische Bindung während der Säurehydrolyse gespalten wird 
(Krause et al., 2003). Insofern kann die Art des Lysin-gebundenen Zuckers mit dieser 
Methode nicht aufgeklärt werden.  
Die aufwendigeren und damit weniger verbreiteten Methoden, ARP mit verschiedenen 
Zuckern analytisch zu unterscheiden, erfordern zum einen eine Derivatisierung oder massen-
selektive Verfahren, um sie sensitiv detektieren zu können, und zum anderen bei proteinge-
bundenen ARP eine enzymatische Totalhydrolyse des Proteins, wobei glycosidische Bindun-
gen intakt bleiben müssen. Dies wird durch eine Kombination verschiedener Peptidasen 
erreicht (Henle et al., 1991; Vinale et al., 1999; Hegele et al., 2008).  
Die Nachsäulenderivatisierung an der Zuckerkomponente mit Triphenyltetrazoliumchlorid ist 
für ARP verschiedener Aminosäuren aus Gemüse beschrieben (Reutter und Eichner, 1989). 
ARP von Lysin können vor der Trennung auch an der verbliebenen primären Aminogruppe 
mit Phenylisothiocyanat (PITC) derivatisiert werden (McPherson et al., 1988). Mit Amino-
säure-Analyse (ASA), d.h. Kationenaustauschchromatographie und Nachsäulenderivati-
sierung mit Ninhydrin, konnte der Gehalt an LysLacu in Milchprodukten bestimmt werden 
(Henle et al., 1991). Für Disaccharid-ARP aus Modellansätzen sind weiterhin LC-ESI-MS-
Methoden (Vinale et al., 1999; Ota et al., 2006) und Tandem-MS-Methoden (Mennella et al., 
2006; Hegele et al., 2008) beschrieben. Auch die sonst zur Kohlenhydratanalytik verwendete 
HPAEC-PAD (Hochleistungsanionenaustauschchromatographie mit gepulster amperometri-
scher Detektion) kam zum Einsatz (Joo et al., 2008).  
2.1.2.2 Gehalte von Amadori-Produkten und Pyrralin in Lebensmitteln 
Trotz der vielen analytischen Methoden sind Daten zum Gehalt definierter Oligosaccharid-
ARP in Lebensmitteln nur für einige Milchprodukte verfügbar: In Babynahrung mit Lactose 
als einzigem reduzierenden Zucker liegen 14 bis 20 % der Lysinreste als LysLacu vor (Henle 
et al., 1991). Aus dem Gehalt von Furosin und reduzierenden Oligosacchariden in anderen 
Lebensmitteln kann jedoch auf das Vorkommen von Oligosaccharid-ARP geschlossen 
werden.  
Die ARP sind quantitativ die wichtigsten MRP in Lebensmitteln. Tabelle 2-1 zeigt eine 
Zusammenstellung an Daten zu Nε-Lysin-ARP in Lebensmitteln, die zum Teil aus publizier-
                                                 
1 VO (EG) 2527/98 vom 25.11.1998 zur Ergänzung des Anhangs der Verordnung (EG) Nr. 2301/97 zur 
Eintragung bestimmter Namen in das Verzeichnis der Bescheinigungen besonderer Merkmale gemäß der 
Verordnung (EWG) Nr. 2082/92 des Rates über Bescheinigungen besonderer Merkmale von Agrarerzeugnis-
sen und Lebensmitteln. (ABl. L 317 vom 26.11.1998, S.14) 
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ten Furosin-Gehalten mithilfe der Konversionsfaktoren2 berechnet wurden. Ebenfalls darge-
stellt sind die Gehalte an Pyrralin als Indikator für die fortgeschrittene Maillard-Reaktion 
(Henle et al., 1994b).  





Milch, pasteurisiert 14 ... 21a , davon 6 LysFrub 0,7 ... 2b,c 
Milch, UHT 70 ... 510a,e , davon 8 LysFrub 1 ... 2b,c 
Kondensmilch 2000 ... 7000a,c, davon 50 LysFrub 17 ... 34b,c,d 
Milchpulver 5000 ... 31000a 25 ... 45c 
Schokolade 10000e  
Pasta, getrocknet 1000 ... 5000e,f 8 ... 50d 
Kekse 200 ... 3000e,g ca. 40d 
Frühstückscerealien n.d. ... 12000e,g k.A. 
Weißbrot 1300 ... 1600e (Brot) Krume: 5 ... 8d ,  
Kruste: ca. 850d 
a: (Henle et al., 1995), b: (Hegele et al., 2008), c: (Förster, 2006), d: (Henle et al., 1994b), e: (Erbersdobler und 
Faist, 2001), f: (García-Banos et al., 2004), g: (Rada-Mendoza et al., 2004), k.A. keine Angaben 
Entsprechend den in Abschnitt 2.1.1 dargelegten Reaktionsbedingungen sind insbesondere 
trockene, zucker- und proteinreiche Lebensmittel wie Frühstückscerealien, Backwaren und 
Pasta Quellen für MRP. Je stärker diese einer Erhitzung ausgesetzt sind, umso mehr fortge-
schrittene MRP entstehen, wie im Vergleich von Brotkruste mit Brotkrume erkennbar. Dass 
reduzierende Zucker nicht per se enthalten sein müssen, sondern während der Erhitzung aus 
Polysacchariden entstehen, wird aus dem Gehalt an ARP in Pasta deutlich und konnte auch an 
Modellversuchen mit Stärke gezeigt werden (Kramhöller et al., 1993; Kroh und Schumacher, 
1996).  
Dass in Milchprodukten mit Lactose als hauptsächlich vorkommenden Zucker auch LysLacu 
das Haupt-ARP ist, geht zum einen aus den oben beschriebenen Studie von Henle et al. 
(1994) hervor. Zum anderen bestimmten Hegele et al. (2008) mit LC-MS/MS einen sehr 
geringen Gehalt an LysFru, welcher wahrscheinlich auch das isomere Tagatosyllysin 
(LysTag) aus Galactose umfasst. Bei den Getreideprodukten müssen Art und Menge der 
reduzierenden Zucker (Tabelle 2-2) und die Reaktivität der entsprechenden Zucker gegenüber 
Aminen berücksichtigt werden. Glucose blockiert Lysin etwa dreimal so stark wie Maltose 
                                                 
2 Molare Masse (g/mol): Furosin und Pyrralin: 254, Fructosyllysin: 308, 3-DG: 162. Proteingehalt  
(Senser et al., 2004): Milch 3,3 %, Kondensmilch: 6,5 %, Milchpulver im Mittel 30 %, Brot im Mittel 6,5 %, 
Eierteigwaren trocken 12 %, Keks 8 %. Konversionsfaktoren Furosin zu Fructosyllysin bei 23 h Säurehydro-
lyse, 110 °C: 6 M HCl 3,1; 8 M HCl 2,2 (Krause et al., 2003). 
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und Lactose (Naranjo et al., 1998); in anderen Studien zeigt sich außerdem noch eine etwas 
geringere Reaktivität von Lactose gegenüber Lysin als von Maltose (Mennella et al., 2006). 
Maltotriose zeigt in trockenen Systemen ähnliche (Hollnagel und Kroh, 2000), in wässrigen 
etwas geringere Reaktivität gegenüber Lysin als Maltose (Steinbach, 2009). Aus den Angaben 
von Rada-Mendoza et al. (2004) abgeschätzt ist demnach z.B. in einem milchprodukthaltigen 
Keks mit ungefähr 2 mmol/kg LysFru, 0,2 mmol/kg LysMalu und 0,3 mmol/kg LysLacu zu 
rechnen, wobei die Verhältnisse der Zucker und der Gesamtgehalt an ARP je nach Keksprobe 
stark variieren. 
Über das Vorkommen von HRP in Lebensmitteln ist wenig bekannt (Krause et al., 2008), 
obwohl die Reaktionsbedingungen der Lebensmittelzubereitung die Bildung solcher Verbin-
dungen unterstützen sollten und Ketosen in Lebensmitteln weit verbreitet sind. Fructose 
kommt in Honig, Obst und einigen Gemüsen zu gleichen Anteilen wie Glucose vor und wird 
zunehmend als Süßungsmittel eingesetzt (Elliott et al., 2002). Für fructosehaltige Backwaren 
konnte durch Zusatz eines photometrisch erfassbaren Modellpeptides gezeigt werden, dass 
HRP in einer Menge von etwa 50 % des ARP in vergleichbaren glucosehaltigen Backwaren 
gebildet werden (Krause et al., 2008). Lactulose und Maltulose entstehen aus Lactose und 
Maltose beim Erhitzen von Milchprodukten und Backwaren (siehe 2.1.2.3) und können 
ebenfalls zu HRP reagieren.  
2.1.2.3 Isomerisierung von Zuckern beim Erhitzen von Lebensmitteln 
Seit die hitzebedingte Isomerisierung von Lactose zu Lactulose in Milch entdeckt wurde 
(Adachi, 1958), hat sich Lactulose neben Furosin zum zweiten Erhitzungsindikator für 
haltbare Milch entwickelt (Pellegrino et al., 1995; Cataldi et al., 1999). Diese Isomerisierung 
verläuft über das 1,2-Endiol in einer de-Bruyn-van-Ekenstein-Umlagerung, ähnlich wie die in 
Abbildung 2-1 gezeichnete Amadori-Umlagerung. Sie kann durch Aminogruppen katalysiert 
werden (van Boekel, 1998). Aus Lactose (β-Galactosyl-1→4-glucose) entstehen neben 
Lactulose (β-Galactosyl-1→4-fructose) durch die Rückreaktion auch kleinere Mengen Epi-
lactose (β-Galactosyl-1→4-mannose) (Reimerdes und Rothkitt, 1985). Dabei ist der Grad der 
Isomerisierung stärker pH-abhängig als die ARP-Bildung: Schon die pH-Erhöhung von 6,7 
auf 6,9 erhöht den Lactulosegehalt in Milchmodellen von 95 auf 140 mg/100 ml (Pellegrino 
et al., 1995).  
Analog dazu isomerisiert Maltose beim Erhitzen zu Maltulose, wie erstmals an Brot gezeigt 
(Westerlund et al., 1989). Auch Maltulose wird als Erhitzungsindikator in Babynahrung, 
Backwaren und Teigwaren diskutiert (García-Banos et al., 2004; Morales et al., 2004; Rada-
Mendoza et al., 2004). Das Ausmaß der Isomerisierung von Lactose und Maltose ist in 
Tabelle 2-2 für die oben ausgewählten Lebensmittelarten dargestellt. In Keksen ist jeweils 
etwa ein Viertel bis Sechstel von Maltose und Lactose zur entsprechenden Ketose isomerisiert 
(Rada-Mendoza et al., 2004). Sowohl in UHT-Milch als auch in getrockneter Pasta korreliert 
2 Hintergrund und Wissensstand 13 
der Lactulose- bzw. Maltulosegehalt mit dem Furosingehalt (Pellegrino et al., 1995; García-
Banos et al., 2004).  
Tabelle 2-2: Vorkommen von reduzierenden Zuckern in ausgewählten Lebensmitteln. 











0,2 ... 0,6b <10a 
(10c) 
k.A. k.A. k.A. k.A. 
Milch, UHT 4000c 8 ... 
80b,c,d,e 
2 ... 3c 
(15c) 
k.A. k.A. k.A. k.A. 
Kondens-
milch 
9320f 365 ... 
940k 
k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 
Pasta, 
getrocknet 
k.A. k.A. 0,08 ... 
0,12g 
k.A. 1,7 ... 1,9g 
800n 
0 ... 37h 0,5 ... 0,6g 


































24 ... 126i k.A. 
a: (Messia et al., 2007), b: (Marconi et al., 2004), c: (Olano et al., 1989), d: (Pellegrino et al., 1995), e: 
(Reimerdes und Rothkitt, 1985), f: (Senser et al., 2004), g: (Resmini und Pellegrino, 1994), h: (García-Banos et 
al., 2004), i: (Rada-Mendoza et al., 2004), k: (Adachi und Patton, 1961), m: (Westerlund et al., 1989), n: (Li et 
al., 2002), o: (Steinbach, 2009), Einzelbestimmungen 
n.n. nicht nachweisbar 
k.A. keine Angaben 
2.1.2.4 Amadori-Produkte und Zuckerisomere in der Ernährung 
Die in den Tabellen 2-1 und 2-2 aufgeführten Lebensmittel sind ein großer Bestandteil der 
täglichen Nahrung in Europa. Mit 300 g Brot, 50 g Frühstückscerealien, 250 ml UHT-Milch, 
100 g Pasta, 50 g Keksen und 20 g Schokolade – Verzehrsmengen, die in einer üblichen 
Tagesration enthalten sein können – nimmt man bereits 1,5 mmol ARP auf (Erbersdobler und 
Faist, 2001). In anderen Berechnungen werden zum Teil ähnliche Mengen (1,5 bis 4 mmol/d 
ARP, Henle, 2003), aber auch deutlich weniger (0,04 mmol/d LysFru, Pouillart et al., 2008) 
erhalten. Eine Bilanzierung der als Furosin analysierten ARP-Aufnahme, wurde von Börner 
(2009) im Rahmen einer Ernährungsstudie an 10 Probanden mit verschiedenen Kostformen 
vorgenommen. Sowohl mit Fast-Food-reicher als auch vegetarischer oder gemischter Ernäh-
rung von jeweils gleichem Proteingehalt (60 bis 70 g) und Energiegehalt (2200 bis 2400 kcal) 
nahmen die Probanden an einem Tag ca. 0,5 mmol ARP auf, einen großen Teil davon durch 
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Pasta, Backwaren und auch gebratene Hackfleischgerichte. Die tägliche Aufnahme von 
Pyrralin hingegen wurde zu 0,023 bis 0,030 mmol (6 bis 8 mg) berechnet (Börner, 2009).  
Von 1,5 mmol ARP sollten aus den Zuckergehalten in Tabelle 2-2, den ARP-Gehalten aus 
Tabelle 2-1 und den in Abschnitt 2.1.2.2 beschriebenen Reaktivitätsunterschieden geschätzt 
0,6 mmol als LysMalu, 0,1 mmol als LysMaltriu und ca. 0,3 mmol als LysLacu aufgenommen 
werden. Die in den oben beschriebenen Tagesrationen enthaltenen Mengen an Lactulose und 
Maltulose ergeben in Summe je ca. 0,15 g (0,4 mmol).  
Die Aufnahmemenge von HRP kann nur sehr vorsichtig abgeschätzt werden, scheint aber 
quantitativ relevant zu sein, da z.B. Kekse und Frühstückscerealien ähnliche Mengen an 
Fructose wie Glucose und Maltose enthalten (Rada-Mendoza et al., 2004). Wie oben erwähnt 
wurden in fructosehaltigen Modellkeksen etwa halb so viel HRP gefunden wie ARP in 
glucosehaltigen Modellkeksen (Krause et al., 2008). So könnte die durch 50 g Kekse und 50 g 
Frühstückscerealien aufgenommene Menge an Glucosyl- und Mannosyllysin in der Größen-
ordnung von 0,2 mmol liegen. Die HRP von Lactulose und Maltulose sind vermutlich 
entsprechend den geringeren Gehalten dieser Zucker in 50 g Keksen und 50 g Cerealien 
(Rada-Mendoza et al., 2004) zu weniger als 0,02 mmol enthalten. 
2.2 Maillard-Reaktionsprodukte im Verdauungstrakt 
Um den metabolischen Transit von MRP aus der Nahrung zu verfolgen, soll zunächst ein 
kurzer Überblick über die allgemeine Verdauung gegeben werden, bevor bekannte Studien 
zur Freisetzung und Absorption von MRP und deren Einfluss auf Verdauungsenzyme 
dargestellt werden.  
2.2.1 Verdauung 
Die Verdauung von Kohlenhydraten hat sich beim Menschen evolutionär an Stärke, beste-
hend aus Amylose und Amylopektin, als Hauptkohlenhydratquelle angepasst (Nichols et al., 
2003; Perry et al., 2007). Bereits im Mund werden mit der Speichelamylase, einer Endo-
α1→4-Glucopyranosid-Hydrolase, Amylose und Amylopektin in kleinere Polymere zerlegt. 
Die Magenpassage hat wenig Einfluss auf die Kohlenhydratverdauung. Im Zwölffingerdarm 
wird durch die vom Pankreas sezernierte α-Amylase, ebenfalls eine Endo-α1→4-Gluco-
pyranosid-Hydrolase, die Spaltung von Amylose und Amylopektin zu Oligomeren, den 
Maltodextrinen, fortgesetzt (Levin, 1994). Polysaccharide aus anderen Zuckern oder 
β-Glucose werden von den humanen Enzymen praktisch nicht hydrolysiert, sondern erst im 
Dickdarm bakteriell fermentiert.  
Maltodextrine und einige andere Di- und Oligosaccharide werden während des 6- bis 10-
stündigen Transits im Dünndarm (Ibekwe et al., 2008) vor allem im Jejunum durch die 
membranständigen Hydrolasen der Bürstensaummucosa zu Monosacchariden hydrolysiert 
(Levin, 1994). Konkret sind das die drei Enzymkomplexe Sucrase-Isomaltase, Maltase-
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Glucoamylase und Lactase-Phlorizinhydrolase, die in Abschnitt 2.3.1 genauer vorgestellt 
werden.  
Die Verdauung von Proteinen beginnt im Magen mit der Wirkung der Endopeptidase Pepsin. 
Im Zwölffingerdarm wird diese durch den pH-Anstieg inaktiviert; die pankreatischen Endo-
peptidasen Trypsin und Chymotrypsin, Elastase, sowie die Exopeptidasen Carboxypeptidase 
A und B setzen die Hydrolyse fort. Im Dünndarm, wiederum vorrangig im Jejunum, werden 
die Oligopeptide durch Peptidasen der Bürstensaummembran gespalten, z.B. durch Membran-
Alanyl-Aminopeptidase (Öste, 1986).  
Die Freisetzung von MRP aus dem Proteinverband durch die Verdauung kann eingeschränkt 
sein (Erbersdobler, 1977). Da Trypsin beispielsweise mit den basischen Gruppen von Lysin 
und Arginin wechselwirkt, sollte eine Blockierung dieser Gruppen durch MRP eine Vermin-
derung der proteolytischen Verdaubarkeit bewirken. Zudem können Proteine durch Maillard-
Reaktion quervernetzt werden, was den Zugang von Peptidasen zu ihren Spaltstellen er-
schwert (Erbersdobler, 1977; Öste, 1986). 
Auch die Verdauung von Kohlenhydraten kann durch Erhitzung erschwert werden: Trocken 
erhitzte Stärke ist resistenter gegenüber der amylolytischen Verdauung, da sie nicht gelatini-
siert (Englyst und Englyst, 2005) und vermutlich durch Transglycosylierungsreaktionen für 
Amylase unzugängliche Verzweigungen entstehen (Kroh und Schumacher, 1996). Dadurch 
sinkt ihr glykämischer Index, d.h. aus dem Polysaccharid kann prozentual weniger Glucose 
vom Körper aufgenommen werden, so dass der Blutzuckerspiegel weniger stark ansteigt 
(Englyst und Englyst, 2005). In der Regel ist jedoch eine Erhitzung mit Wasser für viele 
Stärkearten nötig, um die Verdaubarkeit zu erhöhen (Englyst und Englyst, 2005; Carmody 
und Wrangham, 2009). 
Wie sich die Modifizierung von Oligosacchariden durch Amine auf deren Hydrolyse durch 
intestinale Disaccharidasen auswirkt, wurde bisher wenig untersucht. Solange die glycosidi-
sche Bindung erhalten ist, d.h. die Maillard-Reaktion nicht über die initiale Stufe des ARP 
hinaus ging, ist eine Hydrolyse denkbar. Entscheidend dafür ist die Substratspezifität der 
Disaccharidasen, weshalb diese Aspekte in Abschnitt 2.3.1 umfassender erläutert werden. 
Aminosäuren, die durch Maillard-Reaktion modifiziert wurden, sind praktisch nicht als 
Aminosäuren bioverfügbar, wie in zahlreichen Fütterungsstudien mit erhitzten Proteinen oder 
einzelnen Aminosäuren gezeigt werden konnte (Sgarbieri et al., 1973; Finot und Magnenat, 
1981; Rérat et al., 2002). Lysin ist eine essentielle Aminosäure und wird darüber hinaus 
durch die Maillard-Reaktion besonders leicht geschädigt, so dass die Lysinblockierung bereits 
die biologische Wertigkeit eines erhitzten Proteins bestimmt (Erbersdobler, 1966). Durch 
Maillard-Modifizierung blockierte Aminosäuren werden daher vermutlich von keiner intesti-
nalen Peptidase oder Saccharase aus dieser Verbindung freigesetzt. 
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2.2.2 Intestinale Absorption 
Die Eintrittspforte für die meisten Moleküle in den Körper ist die Bürstensaummembran im 
Dünndarm. Deren Selektivität begründet demnach die Relevanz einer Substanz in vivo.  
2.2.2.1 Absorptionsmechanismen 
Monosaccharide werden durch verschiedene Transporter aktiv (z.B. SGLT1 für Glucose und 
Galactose) oder erleichtert (facilitative) entlang des Konzentrationsgradienten (z.B. GLUT5 
für Fructose) in die Enterocyten aufgenommen und von dort über GLUT2, einen facilitative 
transporter ins Pfortaderblut abgegeben (Levin, 1994; Gorovits und Charron, 2003; Schalk-
wijk et al., 2004). Di- und Tripeptide können über den sehr effektiven Peptidtransporter 
PEPT1 in die Enterocyten aufgenommen werden, freie Aminosäuren werden über diverse 
Aminosäuretransporter absorbiert (Daniel, 2004). Intrazelluläre Peptidasen hydrolysieren 
aufgenommene Peptide, so dass nur Aminosäuren ins Pfortaderblut abgegeben werden. 
Neben transzellulären Transporten über apikale (bürstensaumständige) und basale (der Pfort-
ader zugewandte) Transporter können Bestandteile des Chymus auch durch passive transzel-
luläre Diffusion (lipophile Moleküle, oder hydrophile kleine Moleküle < 180 Da) oder 
parazellulär durch zwischenzelluläre Poren von 5 und 10 Å, tight junctions genannt, aufge-
nommen werden (Linnankoski et al., 2010). Wasser und Elektrolyte werden vorrangig über 
letztere Route aufgenommen. Je nach hydrostatischem Druck und Regulation durch das 
Renin-Angiotensin-System oder die glatte Muskulatur können auch hydrophile Moleküle bis 
zu 5 kDa diese Poren passieren (Nellans, 1991). Im Darm von Säuglingen sind die zwischen-
zellulären Poren noch so groß, dass Makromoleküle parazellulär aufgenommen werden 
können (Gardner, 1994). Ein parazellulärer Transport intakter Disaccharide wird nur bei 
hohen oralen Dosen und in geringem Umfang beobachtet (Ruttloff et al., 1967), wohl weil die 
Aktivität der Disaccharidasen so hoch ist, dass Disaccharide für diesen Transport zu schnell 
gespalten werden. 
2.2.2.2 Epithelialer Transport von Maillard-Reaktionsprodukten 
Daten zum tatsächlichen Transport von MRP am intestinalen Epithel sind rar. Für peptid-
gebundenes, nicht aber freies Pyrralin konnte der aktive Transport durch PEPT1 an Caco-2-
Zellen bewiesen werden, auf der basalen Seite erscheint es als freie Aminosäure (Hellwig et 
al., 2009; Geissler et al., 2010). Weder freies noch peptidgebundenes LysFru wurden im 
selben Transwell-Modell messbar transportiert, auch wenn LysFru mit dem Transporter für 
Lysin und mit PEPT1 wechselwirkte. 10 mM LysFru inhibierten 80 % des Lysintransportes 
(Grunwald et al., 2006). Auch für Fructosyltryptophan konnte eine schwache kompetitive 
Hemmung der Tryptophanabsorption festgestellt werden, selbst wurde es jedoch nicht 
aufgenommen (Lee et al., 1977b). 
An Dünndarmpräparaten wie auch in vivo am Rattenmodell konnte ein Übergang von freiem 
LysFru aus dem Intestinum ins Pfortaderblut gezeigt werden. Dieser war etwa so langsam wie 
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der Übergang von Mannitol, einem „nichtabsorbierbaren“ Zuckeralkohol, so dass dies durch 
passive Diffusion erklärt wurde. Das α-Fructosyllysin wurde noch schlechter als LysFru 
(ε-Fructosyllysin) aufgenommen (Erbersdobler et al., 1981). Aufgrund der Größe und Hydro-
philie von LysFru kann von einem parazellulären Transport ausgegangen werden. Dass dieser 
am Caco-2-Zellmodell nicht beobachtet wurde, kann möglicherweise mit deren deutlich 
geringeren parazellulären Permeabilität (Duizer et al., 1997) begründet werden.  
2.2.2.3 Bilanzierungsstudien zur Absorption von Maillard-Reaktionsprodukten 
Die mindestens absorbierte Menge an ARP wurde durch Bilanzierungsstudien an Menschen 
abgeschätzt, in denen Probanden eine definierte Menge ARP-haltiges Protein oral verabreicht 
und die Konzentration an Furosin im Urin verfolgt wurde. Diese betrug nach Applikation von 
4 bis 9 mmol proteingebundenem LysLacu oder LysFru bei Gesunden, Dialysepflichtigen 
oder Diabetikern jeweils 1 bis 3,5 % (Erbersdobler et al., 1986; Lee und Erbersdobler, 1994; 
Henle et al., 2000; Schwenger et al., 2006). Da die Konzentration an ARP im Blutplasma 
nach diesen Testmahlzeiten nicht messbar anstieg (Schwenger et al., 2006), scheint auch nicht 
mehr als die renal ausgeschiedene Menge absorbiert worden zu sein. Auch bei normaler 
Ernährung wurden ähnlich niedrige Ausscheidungsraten beobachtet, während z.B. Pyrralin zu 
etwa 50 % renal wiedergefunden wurde (Förster et al., 2005; Börner, 2009). 
Die nicht absorbierten ARP werden allerdings kaum fäkal ausgeschieden (zu 1 bis 3 %, Lee 
und Erbersdobler, 1994; Faist und Erbersdobler, 2001), sondern größtenteils durch die 
Mikroorganismen im Colon fermentiert (Erbersdobler et al., 1970; Tanaka et al., 1975; 
Erbersdobler und Faist, 2001), so dass deren Stoffwechselprodukte im Colon absorbiert 
werden können. Dies erklärt auch die zum Teil höheren Absorptionsraten in Studien, welche 
radioaktiv markierte ARP verabreichten und die Verteilung der Radioaktivität verfolgten 
(Erbersdobler, 1972; Sgarbieri et al., 1973; Erbersdobler et al., 1981; Finot und Magnenat, 
1981; Sherr et al., 1989).  
2.2.3 Einfluss von Maillard-Reaktionsprodukten auf Verdauungsenzyme 
Neben der allgemein schlechteren Zugänglichkeit glykierter, quervernetzter Proteine für 
Peptidasen wurden für einige MRP bestimmte Auswirkungen auf Verdauungsenzyme 
beobachtet. Die Peptidhydrolyse wird vor allem durch Pyrralin und ähnliche Pyrrol- und 
Furan-Derivate beeinflusst: Freies Pyrralin hemmt kompetitiv die pankreatische Carboxypep-
tidase A (EC 3.4.17.1) und die bürstensaumständige Aminopeptidase N (Membran-Alanyl-
Aminopeptidase, EC 3.4.11.2), letztere mit einer Inhibitorkonstante Ki von 0,2 mM (Öste et 
al., 1987). Pyrralin bewirkte in Ratten eine verminderte Bioverfügbarkeit von radioaktiv 
markiertem Lysin aus nicht glykierten Eiklarproteinen, was zum einen mit der starken 
Hemmung der Aminopeptidase, zum anderen mit einer vermuteten Hemmung des Lysin-
transportes begründet wurde (Öste et al., 1987). Tatsächlich wurde für Pyrralin später eine 
Inhibierung des Lysintransportes festgestellt (Hellwig et al., 2009).  
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Der Einfluss auf die Kohlenhydrathydrolyse wurde ebenfalls von Öste et al. (1985) unter-
sucht: Speichelamylase und α-Amylase wurden durch eine nicht näher charakterisierte, 
erhitzte Mischung von Glucose und Lysin nicht gehemmt. Die humanen intestinalen Disac-
charidasen hingegen erfuhren eine Hemmung in vitro: Die Hydrolyse von Maltose, Saccharo-
se, Lactose und Trehalose3 wurde durch die Fraktion größer 6 kDa aus dieser Reaktionsmi-
schung (Melanoidine) stark gehemmt. Auch die niedermolekulare, entzuckerte Fraktion der 
Reaktionsmischung hemmte die Hydrolyse dieser vier Disaccharide, wenn sie zu etwa 
gleichen Massenanteilen wie die Substrate vorlag (Öste et al., 1985). Die Autoren verglichen 
die Disaccharidase-Hemmung dieser MRP-Mischungen mit der kompetitiven Hemmung von 
Polyolen wie Erythritol (Kelemen und Whelan, 1966). Auf die α-Glucosidase aus Hefe wirken 
Melanoidine eines Glucose-Glycin-Reaktionsansatzes ebenfalls hemmend (Schumacher et al., 
1996). 
Bei der Verifizierung dieser Versuche in Ratten konnten die Ergebnisse allerdings nicht 
reproduziert werden. Auch wenn die Melanoidine vorab verfüttert wurden, um trotz der 
längeren Verweildauer im Magen (Horikoshi et al., 1981) zeitgleich mit den applizierten 
Disacchariden im Dünndarm wirken zu können, wurde die Hydrolyse von Saccharose und 
Lactose nicht verzögert. Die Autoren begründeten dies mit der hohen Kapazität der intestina-
len Disaccharidasen (Öste et al., 1985).  
Die Studien von Öste et al., insbesondere die kompetitive Hemmung durch die niedermoleku-
lare Fraktion implizieren einen möglichen Effekt von ARP auf intestinale Disaccharidasen, 
weshalb diese im Folgenden genauer vorgestellt werden sollen. 
2.3 Hemmung intestinaler Disaccharidasen 
2.3.1 Intestinale Enzymkomplexe 
Die intestinalen Disaccharidasen werden von Enterocyten des Dünndarms im Rahmen ihrer 
Differenzierung während der mehrtägigen Wanderung von den Darmkrypten zu den Darmvil-
li gebildet (Levin, 1994). An der Oberfläche der Mucosa sind die Zellen einige Tage in 
Absorption und Metabolismus sehr aktiv, bevor sie an der Villusspitze abgeschilfert und 
später mit den Faeces ausgeschieden werden. 
In Säugetieren sind drei Disaccharidasekomplexe bekannt: Sucrase-Isomaltase (SI), Maltase-
Glucoamylase (MGAM) und Lactase-Phlorizinhydrolase (LPH). Allen gemeinsam ist die 
starke post-translationale Prozessierung durch Abspaltung von Propeptiden, Glycosylierung 
und nicht zuletzt der Transport zur apikalen Zellmembran (Naim et al., 1987, 1988a;1988b). 
Die Menge an membranständigen Enzymen kann demnach an vielen Stellen und durch 
unterschiedliche Einflüsse reguliert werden, so dass z.B. die intestinale Enzymaktivität mit 
                                                 
3 Trehalose: D-Glucopyranosyl-α1→1α-D-glucopyranosid 
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dem Gehalt an Kohlenhydraten in der Nahrung steigt (Levin, 1994; Honma et al., 2007). Die 
Enzymaktivität erreicht im Jejunum ihr Maximum und ist im Colon praktisch nicht mehr 
vorhanden (Boulenc, 1997; Robayo-Torres et al., 2006). Die höchste Aktivität weisen die 
Enzymkomplexe bei pH 6,0 auf, dem pH-Wert, der nahe der Bürstensaummembran intestinal 
tatsächlich vorherrscht (Dahlqvist, 1984c;1984b). 
Alle intestinalen Disaccharidasen spalten Zuckereinheiten vom nichtreduzierenden Ende eines 
Oligosaccharids ab, welches auch mehr als zwei Monosaccharideinheiten enthalten kann. Der 
Einfachheit halber werden sie trotzdem unter dem Begriff Disaccharidasen zusammengefasst. 













































































Abbildung 2-7: Strukturen ausgewählter Disaccharide. 
2.3.1.1 Sucrase-Isomaltase (SI) 
Dieser auch Saccharase-Isomaltase genannte Enzymkomplex ist mit einem hydrophoben 
N-Terminus in der Bürstensaummembran verankert. Durch pankreatische Proteasen wird er in 
zwei Untereinheiten gespalten, die assoziiert bleiben. Die C-terminale, nicht kovalent gebun-
dene Untereinheit beinhaltet die Sucrase-Aktivität, die N-terminale, membranverankerte 
Untereinheit die Isomaltase-Aktivität (Danielsen et al., 1984; Semenza, 1986). Auch ohne 
Spaltung sind die katalytischen Aktivitäten voll ausgeprägt (Danielsen et al., 1984). Beide 
Untereinheiten haben eine ähnliche Sequenz und sind aus einer Genduplikation entstanden 
(Hunziker et al., 1986).  
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Die Sucraseuntereinheit (EC 3.2.1.48) ist das einzige intestinale Enzym, das Saccharose 
hydrolysieren kann. Dies geschieht vom α-glucosidischen Ende des Disaccharids, das Enzym 
ist demzufolge wie die anderen Untereinheiten von SI und MGAM eine α-Glucosidase. 
Maltose ist das zweite natürliche Substrat. Sucrase ist eine echte Disaccharidase, da nur zwei 
Monosaccharideinheiten energetisch günstig gebunden werden können und die Affinität zu 
höheren Oligomeren demzufolge niedrig ist (Heymann et al., 1995). 
Die Isomaltaseuntereinheit (EC 3.2.1.10) spaltet α1→6-verknüpfte Glucoseeinheiten aus 
Isomaltose, Isomaltulose (Palatinose®) und höheren Oligomeren ab (Dahlqvist et al., 1963), 
wie sie von Amylase aus Amylopektin freigesetzt werden. Für dieses Enzym wurden vier 
subsites (Substratbindungsareale) berechnet, das heißt, es bindet nicht nur das Disaccharid 
Isomaltose, sondern auch Tri- und Tetrasaccharide mit hoher Affinität (Heymann et al., 
1995). 95 % der Isomaltose-Hydrolaseaktivität im Darm wurden auf diese Untereinheit 
zurückgeführt (Dahlqvist, 1984a). Auch die schon länger beschriebene Trehalase-Aktivität im 
menschlichen Dünndarm (Dahlqvist, 1984b) kann möglicherweise auf die Isomaltase-
Untereinheit zurückgeführt werden, da sie zumindest im Schwein auch α1→1-verknüpfte 
Glucoside spaltet (Hertel et al., 2000). Daneben besitzt Isomaltase geringe α1→4-glyco-
sidische Aktivität (Takesue et al., 2001), die mit dem menschlichen Enzym nur bei hohen 
Maltosekonzentrationen messbar wird (Heymann et al., 1995).  
Insgesamt stellt der SI-Komplex 80 % der intestinalen Maltose-Hydrolaseaktivität (Semenza, 
1986), welche nach einem Standardverfahren für Dünndarmbiopsieproben mit durchschnitt-
lich 265 U/g Protein angegeben wird (Dahlqvist, 1984b). Nach demselben Verfahren wurden 
85 U/g Isomaltose-Hydrolaseaktivität, 72 U/g Sucrase-Aktivität und 28 U/g Trehalase-
Aktivität bei einer finnischen Probandengruppe bestimmt (Dahlqvist, 1984b), welche, wie 
eben erläutert, praktisch vollständig durch den SI-Komplex verursacht wird. 
2.3.1.2 Maltase-Glucoamylase (MGAM) 
Die MGAM ist ähnlich wie die SI aufgebaut, sie ging vermutlich nach einer Genduplikation 
aus dieser hervor (Nichols et al., 2003). Die Untereinheiten bleiben anders als bei der SI im 
menschlichen Darm kovalent verbunden (Naim et al., 1988b). Die Substratspezifitäten der 
beiden Untereinheiten unterscheiden sich weniger voneinander als bei der SI: Beide spalten 
α1→4-verknüpfte Glucoseeinheiten vom nichtreduzierenden Ende des Oligosaccharids ab. 
Zudem sind die Untereinheiten bisher nicht getrennt isolierbar, weshalb strukturelle und 
funktionelle Eigenschaften erst mit Untersuchungen von rekombinanten Untereinheiten (Rossi 
et al., 2006; Sim et al., 2008) konkret zugeordnet werden konnten.  
Inzwischen kann die N-terminale Untereinheit (NtMGAM), welche sequenzhomolog zur 
Isomaltase ist, als Maltase (EC 3.2.1.20) bezeichnet werden: Sie besitzt wie Sucrase nur zwei 
subsites und bevorzugt daher Maltose als Substrat. Die C-terminale Untereinheit beinhaltet 
die Glucoamylase-Aktivität (EC 3.2.1.3) und bindet mit vier subsites auch Tetramere mit 
hoher Affinität (Heymann und Günther, 1994; Quezada-Calvillo et al., 2008; Sim et al., 
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2008). Insgesamt stellt die MGAM den größten Teil der Maltodextrin-hydrolytischen Aktivi-
tät im Dünndarm, aber nur 20 % der Maltose-hydrolytischen Aktivität (Levin, 1994) – 
vermutlich, weil sie insgesamt weniger exprimiert und im Gegensatz zur SI durch höhere 
Substratkonzentrationen nach stärkereichen Mahlzeiten gehemmt wird (Heymann und 
Günther, 1994; Quezada-Calvillo et al., 2007).  
2.3.1.3 Lactase-Phlorizinhydrolase (LPH) 
LPH entstammt einer Polypeptidkette, die während der posttranslationalen Prozessierung 
intrazellulär stark gekürzt wird (Kruse et al., 1988). Region I und II der Pro-LPH dienen als 
Chaperon, Region III bildet die Phlorizinhydrolase-Untereinheit, und die C-terminale Region 
IV schließlich die Lactase. Der C-Terminus selbst bleibt im Cytosol, so dass die Lactase-
Untereinheit näher an der Bürstensaummembran situiert ist (Zecca et al., 1998). Dort tritt 
LPH in Form von Dimeren auf (Troelsen, 2005). Pankreatische Proteasen spielen bei der 
Prozessierung keine Rolle (Zecca et al., 1998).  
Lactase (EC 3.2.1.108) spaltet β1→4 verknüpfte Galactose aus dem Disaccharid Lactose ab, 
welches nur in Milch vorkommt und die Hauptkohlenhydratquelle für Säuglinge darstellt. 
Auch eine β-glucosidische Aktivität gegenüber Cellobiose und Cellotriose wurde beobachtet 
(Skovbjerg et al., 1982; Zecca et al., 1998). Hingegen wird Lactulose nicht hydrolysiert 
(Skovbjerg et al., 1982; Harju, 1986), weshalb dieser Zucker als Laxans Verwendung findet 
(Harju, 2001).  
Phlorizinhydrolase (EC 3.2.1.62), auch als Hetero-β-glucosidase bezeichnet, spaltet 
β-Glucoseeinheiten von größeren und bevorzugt aromatischen Aglykonen wie Flavonoiden ab 
– Phlorizin selbst ist ein Dehydrochalconglycosid (Nemeth et al., 2003). Der dritte Enzym-
komplex LPH stellt somit die gesamte β-glycosidische Aktivität im Dünndarm bereit. Seine 
Kapazität ist geringer als die der α-Glucosidasen (41 U/g bei lactasepersistenten Erwachse-
nen, Dahlqvist, 1984a), so gering, dass sie der limitierende Faktor für die Absorption der 
Monosaccharide ist, nicht die Monosaccharid-Transporter (Alpers und Cote, 1971).  
Zusätzlich limitierend nimmt bei Säugetieren die LPH-Expression nach dem Säuglingsalter 
um ca. 90 % ab, während gleichzeitig die SI-Expression zunimmt. Dieser Prozess wird nicht 
durch die Ernährung induziert, sondern ist genetisch programmiert (Thomson et al., 2003). 
Bei einem Teil der Menschheit ist die LPH-Aktivität genetisch festgelegt auch im Erwachse-
nenalter erhalten (Simoons, 1973), weshalb Milch ein fester Bestandteil im Speiseplan bleibt. 
Hier wird dann eine autosomal rezessiv vererbte Abnahme der Lactaseaktivität, die adulte 
Lactoseintoleranz, als Krankheit oder zumindest als Nahrungsmittelunverträglichkeit be-
zeichnet (Rings et al., 1994). Adulte Lactoseintoleranz betrifft in Nordwesteuropa ca. 5 % der 
Menschen, was die niedrigste Prävalenz weltweit ist (Sahi, 1994). Wird trotz stark reduzierter 
Lactase-Aktivität mit der Nahrung Lactose aufgenommen, so kann es je nach Adaption der 
Dickdarmbakterien an die zusätzliche Kohlenhydratzufuhr aus dem Dünndarm zu mehr oder 
minder starken gastro-intestinalen Beschwerden kommen (Rings et al., 1994).  
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2.3.1.4 Mechanismus der Saccharid-Hydrolyse 
Die katalytische Domäne ist bei den sechs Untereinheiten der intestinalen Disaccharidasen 
ähnlich aufgebaut. Für alle wird eine Mulde im katalytischen Zentrum angenommen, welche 
die Monosaccharideinheit des nichtreduzierenden, abzuspaltenden Endes aufnimmt, 
(Fernandez et al., 1995, für Lactase, vgl. Abbildung 4-28, Sim et al., 2010, für Maltase). Die 
Selektivität für die Konfiguration und auch Konformation dieser Einheit ergibt sich aus der 
räumlichen Stellung von Donoren und Akzeptoren für Wasserstoff-Brückenbindungen, 
welche mit den Hydroxylgruppen des Zuckers aufgebaut werden (Fernandez et al., 1995; 
Nishio et al., 2002). Je nach Struktur der Bindungstasche besteht eine solche Selektivität auch 
für die zweite Monosaccharideinheit (Sauer et al., 2000; Sim et al., 2008). 
Der glycosidische Sauerstoff gelangt so in die Nähe der zwei katalytisch wirksamen Amino-
säurereste, welche eine Carboxyl- und eine Carboxylat-Gruppe besitzen (Cogoli und Semen-
za, 1975). Für die α-Glucosidasen der Familie 31 (Henrissat, 1991), wie SI und MGAM, sind 
dies Aspartatreste (Nichols et al., 2003; Sim et al., 2008); in LPH übernehmen Glutamatreste 
diese Rolle (Díaz Arribas et al., 2000).  
Der postulierte Hydrolyse-Mechanismus für α-Glucosidasen ist in Abbildung 2-8 dargestellt 
(Chiba, 1997). In der humanen Maltase-Untereinheit ist Asp443 der nucleophile Carboxylat-
Rest und Asp542 der gegenüber liegende Säure-Base-Katalysator (Sim et al., 2010). Asp542 
protoniert im ersten Schritt den glycosidischen Sauerstoff, gleichzeitig greift Asp443 am C1 
nucleophil an, so dass das Aglycon, die zweite Monosaccharideinheit, durch Asp443 ersetzt 
wird. In configuration retaining α-Glucosidasen wie Maltase, die die anomere Konfiguration 
des abgespaltenen Zuckers beibehalten und α-Glucose freisetzen, erfolgt dann die Hydrolyse, 
wobei der nucleophile Angriff des Wassermoleküls am C1 wieder durch Asp542 katalysiert 
wird. Ein Oxocarbeniumion als Intermediat wird diskutiert (Chiba, 1997; Heightman und 
Vasalla, 1999). In inverting α-Glucosidasen wie Glucoamylasen wird durch eine erneute 












































Abbildung 2-8: Katalytischer Mechanimus der α-Glucosid-Hydrolyse 
(Chiba, 1997; Heightman und Vasalla, 1999), mit katalytischen Aminosäureresten der humanen 
intestinalen Maltase (Sim et al., 2010). 
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2.3.2 Modelle für intestinale Disaccharidasen 
Die Eigenschaften von intestinalen Disaccharidasen sind Gegenstand zahlreicher Studien, da 
sie für einige Stoffwechselstörungen und Malabsorptionskrankheiten wie Diabetes mellitus, 
genetisch bedingten Sucrase-Mangel und Zöliakie relevant sind (Thomson et al., 2003; 
Robayo-Torres et al., 2006). Um die Literaturdaten einordnen zu können, wird ein Überblick 
über Modelle für humane intestinale Disaccharidasen gegeben. 
2.3.2.1 Menschliche und tierische Dünndarmpräparate 
Zur Bestimmung der Kapazität intestinaler Disaccharidasen im Rahmen klinischer Diagnostik 
wird in der Regel peroral eine Gewebeprobe entnommen (Biopsie), welche zur Enzymaktivi-
tätsbestimmung homogenisiert wird (Dahlqvist, 1984a; Wilson et al., 1991; Sall und Férard, 
1998, 2003). Der Nachteil bei der Homogenisation der Mucosaprobe ist, dass auch die 
intrazellulären Glycosidasen, z.B. aus Lysosomen und endoplasmatischem Reticulum, erfasst 
werden. Deutlich wurde dies am Beispiel der intrazellulären β-Galactosidase, welche ein pH-
Optimum bei 4,5 statt 6,0 aufweist und 20 bis 70 % der Aktivität der membranständigen 
Lactase besitzt (Gray et al., 1969; Skovbjerg et al., 1981). Da sich diese jedoch in der 
Substratspezifität unterscheidet, kann durch Verwendung von Lactose und 2-Naphthyl-β-
galactopyranosid, welches nicht von der membranständigen Lactase umgesetzt wird, die 
Aktivität rechnerisch korrigiert werden (Dahlqvist, 1984c). 
Daneben wurden Methoden zur Anreicherung der Zellmembran in einer Suspension unter 
Erhalt der Enzymaktivität entwickelt, so dass eine Unterscheidung zwischen intrazellulären 
und membranständigen Disaccharidasen möglich ist (Schmitz et al., 1973; Kessler et al., 
1978; Hauser et al., 1980). Im Rahmen der Enzymcharakterisierung wurden Disaccharidasen 
auch aus der Bürstensaummembran isoliert, indem sie aus ihrer Membranverankerung gelöst 
und im Falle von SI durch partielle Proteolyse mit Papain die Untereinheiten voneinander 
getrennt wurden. Die Aktivität blieb dabei erhalten (Cogoli et al., 1973; Heymann, 1991). 
Standen menschliche Gewebe als Enzymquelle nicht zur Verfügung, wurden häufig Gewebe 
von Kaninchen, Ratten, Schweinen und z.T. Lämmern genutzt; mit Aceton gefälltes Ratten-
dünndarmpulver ist sogar kommerziell erhältlich. Die Substratspezifitäten dieser Säugetieren-
zyme sind ähnlich, aber nicht identisch (Díaz Arribas et al., 2000; Hertel et al., 2000).  
2.3.2.2 Mikrobielle Enzyme 
Die Mehrzahl der Untersuchungen zu Glycosidasen wurde mit mikrobiellen Enzymen 
durchgeführt. Dabei ist die Substratspezifität jedoch unterschiedlich, so dass die Ergebnisse 
aus Studien zu Inhibitoren nur eingeschränkt auf intestinale Disaccharidasen übertragbar sind. 
Im Folgenden sind einige häufig verwendete Enzyme kurz beschrieben. 
Lactase, in diesem Zusammenhang meist als β-Galactosidase (EC 3.2.1.23) bezeichnet, wird 
häufig aus Escherichia coli oder Aspergillus oryzae gewonnen. Dabei ähnelt das Enzym aus 
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E. coli in seiner Substratspezifität dem intestinalen mehr als das aus A. oryzae, da ersteres vor 
allem Lactose, kaum aber Lactulose hydrolysiert, während für letzteres eine hohe Lactula-
seaktivität beschrieben ist (Harju, 1986). Dennoch ist die Selektivität des E.-coli-Enzyms 
bezüglich der zweiten, reduzierenden Monosaccharideinheit geringer als die des intestinalen 
Enzyms, bezüglich der ersten Monosaccharideinheit größer – das E.-coli-Enzym besitzt 
ausschließlich β-galactosidische und keine β-glucosidische Aktivität (Bock und Adelhorst, 
1992; Rivera-Sagredo et al., 1992; Heightman und Vasalla, 1999). 
Als Ersatz für Maltase, Sucrase und Isomaltase werden zahlreiche α-Glucosidasen 
(EC 3.2.1.20) aus Pflanzen, Hefen und Bakterien untersucht (Borges de Melo et al., 2006). 
Diese gehören zwei Proteinfamilien mit unterschiedlicher Proteinsequenz und Substratspezifi-
tät an (Henrissat, 1991; Chiba, 1997; Kimura, 2000; Hakamata et al., 2005). Zur Familie 13 
(auch I) zählen z.B. die α-Glucosidasen von Saccharomyces, zur Familie 31 (auch II) unter 
anderem die intestinalen α-Glucosidasen (Chiba, 1997). In der Substratspezifität unterschei-
den sich diese Familien bereits bei der Struktur der endständigen abzuspaltenden Glucose: 
Die Hydroxylgruppe am C2 ist für die Substraterkennung in Familie 31 nicht notwendig 
(Nishio et al., 2002). Das Aglykon, bzw. die zweite Monosaccharideinheit ist bei Familie I/13 
bevorzugt ein Arylrest (Kimura, 2000). Bekannte intestinale α-Glucosidase-Inhibitoren wie 
Acarbose und Voglibose (vgl. 2.3.3.1) hemmen α-Glucosidase von Saccharomyces nicht (Oki 
et al., 1999). Demzufolge können substratspezifische Eigenschaften nicht zwischen diesen 
Familien verglichen werden. 
Glucoamylasen, auch Amyloglucosidasen genannt, stammen meist aus Aspergillus-Arten und 
anderen Pilzen. Diese sind wie die intestinale Glucoamylase spezifisch für α1→4 verknüpfte 
Glucooligosaccharide und -polysaccharide und setzen daraus β-Glucose frei (Chiba, 1997). 
2.3.2.3 Intestinale Zell-Linien 
Die Zellkultur bietet die Möglichkeit, intestinale Disaccharidasen direkt zu untersuchen, ohne 
auf Gewebeproben zurückgreifen zu müssen. Lange Zeit gelang es nicht, Dünndarmepithelien 
unter Erhalt ihrer charakteristischen Eigenschaften für längere Zeit zu kultivieren. Die Zellen 
verloren ihre Polarisierung4, Differenzierung und damit die membranständigen Disaccharida-
sen und bildeten zum Teil Multilayer aus, oder sie wurden von anderen Zellarten überwach-
sen (Boulenc, 1997). Vor kurzem wurde das Dünndarmepithel mit einem für die Differenzie-
rung charakteristischem Enzymprofil erzeugt, indem verschiedene Gewebe gemeinsam in 
einer Nierenkapsel kultiviert wurden, um die natürliche hormonelle Umgebung zu imitieren 
(Simon-Assmann et al., 2007). Auch humane fetale Darmepithelzellen konnten immortalisiert 
und mithilfe einer temperatursensitiven viralen Transformation zu enterocytenähnlicher 
Differenzierung angeregt werden, nach der sie auch SI exprimieren (Pageot et al., 2000). 
                                                 
4 Polarisierung von Epithelzellen: funktioneller und struktureller Unterschied zwischen apikaler und basaler 
Zellmembran, Trennung zwischen Gewebekompartimenten durch Schlussleistenkomplex (tight junctions) 
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Schon länger etabliert hingegen ist eine Reihe von Zelllinien, die aus Tumoren des Dickdarms 
isoliert wurden (Fogh et al., 1977). Einige davon, wie Caco-2, HT-29, HCT-GEO, SW1116 
u.v.m. wachsen in der Zellkultur als Monolayer und können unter bestimmten Bedingungen 
zu enterocytenähnlichen Zellen differenzieren (Chung et al., 1985; Chantret et al., 1988). 
Damit erwiesen sie sich als nützliche Modelle für den Dünndarm besonders in der pharmako-
kinetischen Forschung (Audus et al., 1990).  
Bei ersten systematischen Untersuchungen hinsichtlich der Expression von intestinalen 
Disaccharidasen (Sucrase und Lactase) wurden Caco-2, SW1116, SW403 und HCT-48 als 
geeignete Modelle identifiziert (Chung et al., 1985), auch HT-29-Zellen können Sucrase 
(Zweibaum et al., 1985) und Lactase ausbilden (Galvan et al., 2006). Die meisten Zellen 
differenzierten jedoch erst unter speziellen Kulturbedingungen, z.B. nach Zusatz von kurzket-
tigen Fettsäuren (Chung et al., 1985) oder durch Entzug von Glucose (Chantret et al., 1988).  
Die Caco-2-Zelllinie bildet hierbei eine Ausnahme, sie differenziert spontan bei Konfluenz 
(Pinto et al., 1983). Durch die damit verbundene Bildung von tight junctions formen Caco-2-
Zellen auf festen Kulturunterlagen Dome, d.h. fluktuierende Aufwölbungen des Zellrasens 
durch einen parazellulären Wasser- und Ionenstrom unter die Epithelschicht (Ramond et al., 
1985). Weiterhin bilden sie zur Differenzierung eine apikale Membran mit Bürstensaum 
(Microvilli) und eine Reihe von intestinalen membranständigen Hydrolasen aus, nicht zuletzt 
SI und LPH, jedoch keine MGAM (Pinto et al., 1983; Hauri et al., 1985).  
Die Sucrase-Aktivität der Caco-2-Zellen steigt ab dem 10. Tag nach Konfluenz messbar an 
und erreicht am 20. Tag ihr Maximum (Pinto et al., 1983; Duizer et al., 1997), welches 
bezogen auf den Proteingehalt der Zellmembran etwa 50 bis 100 % der Aktivität im mensch-
lichen Dünndarm entspricht (Pinto et al., 1983; Boulenc, 1997). Durch die Heterogenität der 
Zelllinie unterscheiden sich die Aktivitäten von Labor zu Labor; auch Klone, welche keine 
Sucrase-Aktivität ausbilden, sind bekannt (Chantret et al., 1994; Sambuy et al., 2005). Mit 
dieser Einschränkung ist die differenzierte Caco-2-Zellkultur ein geeignetes und praktikables 
in vitro-Modell für die menschliche SI (Simon-Assmann et al., 2007). An diesem wurden 
bereits einige α-Glucosidase-Inhibitoren untersucht (Trugnan et al., 1986; Hansawasdi et al., 
2001; Mizuma et al., 2005; Hansawasdi und Kawabata, 2006; Minami et al., 2008). 
Die Lactase-Aktivität in der Caco-2-Kultur wird seltener beschrieben (Hauri et al., 1985) 
(Chantret et al., 1994; Nemeth et al., 2003; Beau et al., 2007). Sie ist verglichen mit der 
intestinalen Lactase-Aktivität bei lactasepersistenten Menschen sehr gering (Boulenc, 1997), 
kann aber durch Behandlung mit Forskolin, einem Diterpen, welches unter anderem die 
Adenylatcyclase aktiviert und damit intrazelluläre Signalwege verändert, vervierfacht werden 
(Hauri et al., 1994). Die Aktivität der LPH von Caco-2-Zellen wurde bisher in Zellhomoge-
naten mit Flavonoiden (Nemeth et al., 2003) und Pyridoxinglucosid (Mackey et al., 2004) als 
Substraten untersucht, sowie an einem Epithel mit Nitrophenyllactosid (Mizuma et al., 2005) 
und Lactose (Ogawa et al., 2000).  
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2.3.3 Inhibitoren für intestinale Disaccharidasen 
2.3.3.1 Therapeutisch genutzte α-Glucosidase-Hemmer 
Bei Diabetes mellitus ist es sinnvoll, den Blutzuckeranstieg nach der Nahrungsaufnahme zu 
reduzieren. Das kann mit einer Hemmung der α-glucosidischen Aktivität im Dünndarm 
erreicht werden, da Oligosaccharide nicht absorbiert werden. Geeignete Inhibitoren besitzen 
entweder die Konformation des Substrates im Übergangszustand der Hydrolyse (vgl. 2.3.1.4, 
Abbildung 2-8) oder können mit dem aktiven Zentrum elektrostatisch wechselwirken 
(Heightman und Vasalla, 1999). Die intensive Forschung zu Glycosidaseinhibitoren brachte 
zahlreiche wirksame Substanzen hervor (el Ashry et al., 2000; Borges de Melo et al., 2006), 
einige sind in Abbildung 2-9 dargestellt. 
Da alle Glycosidasen über Carboxyl- und Carboxylat-Gruppen im aktiven Zentrum verfügen 
(Henrissat, 1991), gelten Zuckerderivate mit Stickstoffatomen, die unter physiologischen 
Bedingungen positiv geladen sind oder leicht protoniert werden können, als Prototypen für 
reversible, kompetitive Glycosidase-Inhibitoren (Lalégerie et al., 1982).  
Eine Gruppe an Inhibitoren, Iminozucker, besitzen ein solches positiv geladenes Stickstoff-
atom anstelle des halbacetalisch gebundenen Sauerstoffatoms. Beispiele dafür sind das Des-
oxynojirimycin, welches z.B. in Maulbeerwurzeln vorkommt und unspezifisch viele α-Gluco-
sidasen hemmt, sowie das davon abgeleitete Miglitol, welches seit 1999 zur Behandlung von 
Diabetes mellitus eingesetzt wird (Hanefeld, 2002; Asano, 2003). 
Eine zweite Gruppe, Pseudoaminozucker, verfügt über ein Stickstoffatom an der Stelle des 
glycosidischen Sauerstoffatoms. Das bekannteste Beispiel ist Acarbose, ein bakterielles 
Pseudotetrasaccharid, welches seit 1990 in der Diabetes-Therapie eingesetzt wird (Schmidt et 
al., 1977; Asano, 2003). Auch das 1984 aus Bakterien isolierte Valiolamin und sein stabileres 
Derivat Voglibose gehören in diese Gruppe (Asano, 2003). Voglibose wird seit 1994 in Japan 
pharmazeutisch genutzt (Borges de Melo et al., 2006). 
Aus den Wurzeln der ayurvedischen Heilpflanze Salacia reticulata, welche als Kotala 
himbutu traditionell zur Behandlung von Diabetes verwendet werden, wurden die Wirkstoffe 
Salacinol und Kotalanol isoliert (Yoshikawa et al., 1997; Yoshikawa et al., 1998). Diese 
weisen anstelle eines Stickstoffatoms ein positiv geladenes Schwefelatom im Ring auf und 
scheinen insbesondere das Oxocarbeniumion im Übergangszustand zu imitieren (Nasi et al., 
2007; Minami et al., 2008; Sim et al., 2010). Auch die Sulfatgruppe ist entscheidend für die 
starke Wirkung (Nasi et al., 2007). 
Acarbose inhibiert in erster Linie die CtMGAM-Untereinheit Glucoamylase (Quezada-
Calvillo et al., 2008), sowie die α-Amylasen aus Speichel und Pankreas (Kim et al., 1999; 
Kim et al., 2004), da sie als Pseudotetrasaccharid deren Substratanforderungen eher entspricht 
als denen von Disaccharidasen mit zwei subsites (vgl. 2.3.1). Salacinol, Miglitol und Voglibo-
se hemmen vor allem Disaccharidasen, weniger die α-Amylase (Chen et al., 2003; Borges de 
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Melo et al., 2006; Sim et al., 2010), so dass intestinale Nebenwirkungen geringer sein sollen, 
wie in einem Vergleich zwischen Voglibose und Acarbose gezeigt (Kageyama et al., 2000). 
































































Ki  5,3 µM (Sucrase Mensch)a
IC50 0,5 µM (Sucrase Schwein)b
Ki  0,19 µM (Maltase Mensch)g
IC50 0,5 µM (Sucrase Mensch)h
Ki  0,32 µM 
(Sucrase Schwein)c
IC50  0,0046 µM 
(Sucrase Schwein)d
Ki  0,19 µM 
(Maltase Mensch)i
Ki  0,11 µM (Sucrase Mensch)f
Ki  0,032 µM (Sucrase Kaninchen)e
 
Abbildung 2-9: Strukturen pharmazeutisch genutzter Inhibitoren von α-Glucosidasen. 
Mit Angabe der Inhibitorkonstante Ki für kompetitive Hemmung, z.T. auch IC50-Werte. a: (Quezada-
Calvillo et al., 2008), b: (Schmidt et al., 1977), c: (Chen et al., 2003), d: (Borges de Melo et al., 2006), 
e: (Hanozet et al., 1981), f: (Lembcke et al., 1985), g: (Rossi et al., 2006), h: (Minami et al., 2008), i: 
(Sim et al., 2010).  
2.3.3.2 Amadori- und Heyns-Produkte als Glycosidase-Hemmer? 
Die oben beschriebene Hemmung intestinaler Disaccharidasen durch eine erhitzte Glucose-
Lysin-Mischung wurde keiner bestimmten Substanz zugeordnet (vgl. 2.2.3). Der niedermole-
kulare Anteil jedoch, welcher schwach kompetitiv hemmte, bestand vermutlich überwiegend 
aus ARP (Öste et al., 1985). 
Vergleicht man die Strukturen der in 2.3.3.1 beschriebenen α-Glucosidase-Hemmer mit denen 
von ARP, so sind Ähnlichkeiten sichtbar: ARP enthalten wie die natürlichen Substrate eine 
Zuckereinheit, die möglicherweise vom aktiven Zentrum des Enzyms erkannt wird. Zusätz-
lich besitzen sie in der Nähe dieses Zuckers eine sekundäre Aminogruppe wie Acarbose und 
Voglibose. Bei physiologischem pH-Wert ist sie mit dem pKa von 9,0, wie für Nε-Fructosyl-
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glycin (Mossine et al., 1994) ermittelt, protoniert und positiv geladen. Damit können sie 
möglicherweise mit den Carboxylatgruppen im aktiven Zentrum wechselwirken. Aber auch 
Aminozucker, die unter physiologischen Bedingungen nicht geladen sind, wechselwirken 
stark mit dem aktiven Zentrum (Hanozet et al., 1981; Legler, 1993). Dies gilt für solche mit 
weniger basischen Aminogruppen in glycosidischer Stellung (Inouye, 1968), wie Acarbose 
(pKa 5,0), oder für Desoxynojirimycin (pKa 6,35) mit einer Aminogruppe im Heterocyclus 
(Hanozet et al., 1981).  
LysMalu enthält wie Maltose eine pyranoide Glucoseeinheit am nichtreduzierenden Ende, die 
Aminogruppe ist weiter entfernt (Abbildung 2-10). Der Zuckerrest von LysGlc weist in 
α-pyranoider Form eine der Voglibose ähnliche Konfiguration auf. Auch das α-Glucosylamin 
und sein stabileres Derivat α,β-Diglucosylamin sind ähnlich aufgebaut. Letzteres hemmt die 
β-Glucosidase aus Trichoderma stark kompetitiv (Kolarova et al., 1995). Glycosylamine 
(1-Amino-1-desoxyaldosen) wurden als spezifische Glycosidaseinhibitoren identifiziert, sie 
binden etwa 100 mal stärker als das entsprechende Monosaccharid (Lai und Axelrod, 1973; 
Legler, 1993). Die Glycosamine hingegen, 2-Amino-2-desoxyaldosen, binden nur wenig 
stärker als die Monosaccharide (Legler, 1993). Die Position der Aminogruppe spielt demnach 
eine große Rolle für die Stärke der Bindung an das aktive Zentrum. So sollte sich die Wirkung 











































Abbildung 2-10: Strukturvergleich von Glucosylamin, Voglibose, LysGlc und LysMalu 
Aufgrund der Ähnlichkeit von ARP mit etablierten Disaccharidase-Inhibitoren besteht die 
Möglichkeit, dass ARP stärker an das aktive Zentrum der Enzyme binden als Zucker. Dies 
würde unabhängig von einer Hydrolyse eine Hemmung der Disaccharidasen bewirken. 
Schumacher und Kroh (1994) untersuchten deshalb systematisch den Einfluss der ARP von 
Glucose, Maltose, Maltotriose mit Glycin, sowie Maltulosylalanin und Maltulosylphenylala-
nin auf α-Amylase des Schweinepankreas und auf zwei mikrobielle Glucosidasen. α-Amylase 
wurde von keiner Substanz messbar inhibiert, sie hydrolysierte Maltotriulosylglycin langsam. 
Glucoamylase aus Aspergillus niger wurde durch Fructosylglycin und Maltulosylglycin 
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schwach gehemmt, zudem spaltete sie Glucose aus Maltotriulosylglycin ab, nicht jedoch aus 
Maltulosylglycin. α-Glucosidase aus Saccharomyces cerevisiae setzte Glucose aus Maltotriu-
losylglycin und langsam auch aus Maltulosylglycin frei. Zudem wurde sie von Fructosylgly-
cin und den Maltulose-ARP schwach gehemmt (Schumacher und Kroh, 1994). Insgesamt 
zeigen die Ergebnisse, dass ARP vom aktiven Zentrum der mikrobiellen α-Glucosidasen 
erkannt werden. Wie in Abschnitt 2.3.2.2 erläutert, sind diese Beobachtungen jedoch nicht auf 
intestinale Disaccharidasen übertragbar.  
In der einzigen bekannten Studie mit intestinalen Disaccharidasen und einem gereinigten ARP 
wurde eine kompetitive Hemmung der Maltosehydrolyse im Rattendarmhomogenat durch 
Fructosyltryptophan beobachtet. Die Stärke der Hemmung war jedoch nicht vergleichbar 
angegeben (Lee et al., 1977a). 
Rérat et al. (2002) vermuteten eine Hemmung der Lactase beim Schwein durch LysLacu bei 
der oralen Aufnahme von Lactose-modifiziertem Milchprotein, da dadurch weniger Galactose 
und Glucose ins Pfortaderblut aufgenommen wurden. Gleichzeitig beobachteten sie einen 
Übergang von freiem ARP ins Pfortaderblut und spekulierten über einen intestinalen Abbau 
des LysLacu zu LysFru. Dass die Substratspezifität der LPH vom Schwein breiter ist als die 
vom Kalb oder Menschen, wurde in anderen Zusammenhängen beschrieben: Lactulose wurde 
durch Schweinemucosa-Homogenat geringfügig hydrolysiert, während sie in entsprechenden 
menschlichen Gewebeproben intakt blieb (Harju, 1986). Auch mikrobielle β-Galactosidasen, 
möglicherweise als Kontamination in Darmpräparaten vorkommend, können LysLacu 
hydrolysieren (Schreuder und Welling, 1983). 
Ein Ziel dieser Arbeit war es deshalb, den Einfluss definierter ARP und HRP auf intestinale 
Disaccharidasen zu charakterisieren. Da Lysin in Lebensmittelproteinen die häufigste als ARP 
oder HRP vorliegende Aminosäure ist, wurden ausschließlich Nε-ARP und -HRP von freiem, 
aber auch peptidgebundenem Lysin synthetisiert. Wie in Abschnitt 2.1.2 beschrieben, kom-
men als reduzierende Zucker in Lebensmitteln vor allem Glucose, Fructose, Maltose, Mal-
totriose und Lactose vor, weshalb diese als Reaktionspartner für das Lysin ausgewählt 
wurden. 
Relevant für die Bindung eines Oligosaccharids durch Disaccharidasen ist insbesondere die 
vom nichtreduzierenden Ende aus gezählte zweite Monosaccharideinheit (vgl. 2.3.1). Diese 
ist bei Lactose und Maltose eine Glucopyranose, bei deren ARP jedoch eine Fructopyranose. 
Deshalb sollten auch Lactulose und Maltulose untersucht werden, die diesbezüglich den ARP 
ähneln und zudem meist mit ihnen während der Lebensmittelverarbeitung entstehen. Für 
Lactulose ist bereits bekannt, dass sie intestinal nicht hydrolysiert wird, für Maltulose stehen 
derartige Studien mit humanen Enzymen aus. Umgekehrt ähnelt im HRP von Lactulose die 
zweite Monosaccharideinheit strukturell der Lactose, weshalb auch dieses untersucht werden 
sollte. 
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2.4 Maillard-Reaktion in vivo 
Mit der Entdeckung von zucker-modifiziertem Hämoglobin im Blut von Diabetikern (Rahbar 
et al., 1969; Koenig et al., 1977) begann die intensive Forschung zur Maillard-Reaktion in 
vivo, da vermutet wurde, dass sie pathologische Erscheinungen bei Diabetes mellitus erklären 
kann. Inzwischen werden auch andere Krankheiten und Alterungsprozesse mit der Maillard-
Reaktion in Verbindung gebracht, wie weiter unten erläutert wird. Da in diesem Zusammen-
hang vor allem die Veränderung hochmolekularer Amine wie Proteine und nicht die der 
Zucker betrachtet werden, hat sich der Name „Glykierung“ etabliert. Davon abzugrenzen ist 
die enzymatische Glycosylierung, welche streng reguliert zu N- und O-Glycosiden führt. 
MRP, die nicht weiter reagieren, werden demnach als advanced glycation endproducts 
(AGEs) bezeichnet.  
Die in Abschnitt 2.1.1 beschriebenen Reaktionen führen in vivo unter anderen Reaktionsbe-
dingungen zu teilweise anderen Produkten. Zunächst soll ein Überblick über das Spektrum 
der Ausgangsstoffe gegeben werden, bevor die physiologischen Konzentrationen ausgewähl-
ter MRP, sowie ihr Metabolismus beschrieben werden.  
2.4.1 Reaktionspartner in vivo 
Unter den Zuckern ist Glucose aufgrund ihrer hohen Konzentration der bedeutendste Reak-
tand. Im Blutplasma und damit in fast allen extrazellulären Geweben gesunder, d.h. nor-
moglykämischer Menschen liegt die Konzentration um 5 mM, bei Diabetes mellitus kann sie 
auf mehr als das Dreifache steigen. Die intrazelluläre Glucosekonzentration ist je nach 
Gewebe unterschiedlich, da sie durch Art und Menge der gewebsspezifischen Glucosetrans-
porter und durch die Geschwindigkeit der glucoseabbauenden Prozesse (Glycolyse, Glycoge-
nese) reguliert wird. In Erythrocyten ist GLUT1 der Hauptglucosetransporter (Gould und 
Holman, 1993; Gorovits und Charron, 2003). Die Glucosekonzentration in Erythrocyten 
hängt von der im Blutplasma ab und ist mit ca. 4,2 mM nur wenig niedriger als die extrazellu-
läre (Somogyi, 1928; van Schaftingen et al., 2007).  
Die aus der Nahrung stammende Galactose wird über GLUT1 und auch GLUT3 (Gould und 
Holman, 1993) in Erythrocyten, Hirn und Nerven transportiert. Fructose kann in vielen Zellen 
aus Glucose enzymatisch mit Aldosereduktase und Sorbitoldehydrogenase (Polyol-Weg) 
gebildet werden (Schalkwijk et al., 2004). Die intestinal z.B. aus Saccharose über GLUT5 
absorbierte Fructose wird in der Leber, dem ersten vom Pfortaderblut passierten Organ, zum 
großen Teil metabolisiert. In peripheren Geweben können nach fructosereichen Mahlzeiten 
wie Obstsäften oder mit Saccharose gesüßten Lebensmitteln dennoch bis zu 1 mM Fructose 
statt normalerweise 0,035 mM vorkommen. Die Fructose wird dort über GLUT5 in die Zellen 
aufgenommen und nur langsam metabolisiert (Schalkwijk et al., 2004). Darüber hinaus ist bei 
diabetischen Glucosekonzentrationen der Polyol-Weg z.B. in Nerven, Niere und Augenlinse 
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aktiviert und erhöht zusätzlich die intrazelluläre Fructosekonzentration (Schalkwijk et al., 
2004, vgl. 2.4.3.2). 
Weitere intrazellulär relevante Zucker sind Glucose-6-phosphat, Dihydroxyacetonphosphat 
und Glyceraldehyd-3-phoshat als Intermediate der Glycolyse, sowie die ω-Phosphate von 
Ribose, Ribulose, Xylulose und Erythrose als Intermediate im Pentosephosphat-Weg 
(Casazza und Veech, 1986a). Diese kommen zwar nur in mikromolaren Konzentrationen vor, 
weisen aber im Vergleich zu Glucose eine vielfach höhere Reaktivität gegenüber Aminogrup-
pen auf (Bunn und Higgins, 1981; Sharma et al., 2002; Sandwick et al., 2005). Für Ascorbin-
säure sind ebenfalls MRP beschrieben (Hodge, 1953; Slight et al., 1990; Tessier et al., 1999; 
Hasenkopf et al., 2002). 
Als Aminokomponente kommen die ε-Aminogruppe der Lysinseitenkette und die 
α-Aminogruppen von Proteinen und Peptiden, sowie Phosphatidylethanolamin in biologi-
schen Membranen und Lipoproteinen (Ravandi et al., 1996) in Frage. Für die während der 
Maillard-Reaktion entstehenden Dicarbonylverbindungen sind weiterhin Arginin-, Tryp-
tophan-, Histidin- und Cysteinseitenketten an Proteinen und Peptiden, sowie die Nucleinsäu-
ren (Thornalley, 2008) Reaktionspartner. 
2.4.2 Vorkommen von Maillard-Reaktionsprodukten in vivo 
Schätzungen gehen von einer MRP-Modifizierung von 0,1 bis 1 % der Lysin- und Arginin-
reste, sowie von 0,1 % des Phosphatidylethanolamins und von 0,001 % der Desoxy-
Nucleotide durch die Maillard-Reaktion aus (Thornalley, 2008). Dass der Gehalt an MRP 
nicht unbegrenzt steigt, liegt vor allem an Reparaturmechanismen wie der DNA-Reparatur 
und am Protein-Umbau. Viele intrazelluläre Proteine haben eine Halbwertszeit von 20 bis 
40 h (Thornalley, 2008), bevor sie vom Proteasom hydrolysiert werden, so dass geschädigte 
Aminosäuren und Peptide freigesetzt und ausgeschieden werden können. Ausnahmen hierbei 
bilden die Proteine in Erythrocyten, da diese Zellen von Säugetieren keinen Zellkern besitzen 
und die nach der Differenzierung gebildeten Proteine während der Lebensdauer der Erythro-
cyten von ca. 120 d bestehen bleiben (Cohen et al., 2008). Andere langlebige intrazelluläre 
Proteine sind Myelin im Hirn und die Proteine der Augenlinse (Collard et al., 2003) als 
Beispiele für strukturbildende Proteine. 
Extrazelluläre Proteine werden in der Regel langsamer erneuert. Die Hauptproteine im 
Blutplasma – Serumalbumin und Immunglobulin G – weisen Halbwertszeiten von 19 und 
21 d auf (Schaller et al., 2008). Proteine der extrazellulären Matrix (ECM) sind erst nach 15 
Jahren (Hautkollagen) oder gar nach rechnerisch 117 Jahren (Gelenkknorpel) zur Hälfte 
regeneriert (Verzijl et al., 2000).  
ARP sind nach bisherigem Wissen auch in vivo die quantitativ wichtigsten MRP (vgl. Tabelle 
2-3). Sie sind dennoch unter physiologischen Bedingungen keine stabilen Endprodukte, 
sondern weisen im extrazellulären Raum Halbwertszeiten von einigen Monaten auf (Gerrard, 
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2002). Zum Vorkommen von HRP in vivo gibt es kaum Studien, sie scheinen in etwas 
geringerer Menge als ARP vorhanden zu sein (McPherson et al., 1988). 
Von den intermediären Dicarbonylverbindungen sollte 3-DG im leicht alkalischen Milieu des 
Körpers nicht das Hauptabbauprodukt der ARP sein (Zyzak et al., 1995), sondern 1-DG oder 
Spaltprodukte der Zuckerkette (van Boekel, 1998). Die Herkunft der dennoch hohen 3-DG-
Gehalte (vgl. Tabelle 2-4) und der entsprechend hohen Gehalte an 3-DG-Folgeprodukten wie 
3DG-H wird in Abschnitt 2.5.4 näher betrachtet. Methylglyoxal stammt weniger aus dem 
ARP, sondern größtenteils aus dem Zerfall von Glyceraldehyd-3-phosphat, einem Intermediat 
der intrazellulär ablaufenden Glycolyse (Phillips und Thornalley, 1993). Da bei hoher 
Glucosekonzentration die Glycolyserate steigt und zudem das Glyceraldehyd-3-phosphat-
abbauende Enzym GAPDh (Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) bei oxidativem 
Stress inhibiert wird, steigt mit dem Glucosespiegel auch der Methylglyoxalspiegel 
(Brownlee, 2005). Glyoxal wird bei der Oxidation von Zuckern, Lipiden und Serin gebildet. 
Das stabile Produkt von Glyoxal und Lysin, CML, ist deshalb ein häufig genutzter Indikator 
für die oxidative Proteinschädigung in vivo (Thorpe und Baynes, 2003).  
Neben CML spielen Arginin-Derivate eine große Rolle, hierbei insbesondere die Hydroimi-
dazolone von 3-DG (3DG-H, Hayase et al., 1998), Methylglyoxal (MG-H, Henle et al., 
1994a; Oya et al., 1999; Ahmed et al., 2003) und Glyoxal (G-H, Schwarzenbolz et al., 1997; 
Ahmed et al., 2003), jeweils auch in der oxidierten Imidazolon-Form (Niwa et al., 1997). Das 
Produkt von 3-DG und Lysin, Pyrralin, wird im leicht alkalischen und wasserreichen Milieu 
des Körpers deutlich langsamer gebildet als in Lebensmitteln (Portero-Otín et al., 1995). Von 
den Crosslink-MRP ist Glucosepan in vivo das häufigste (vgl. 2.1.1.2, Sell et al., 2005). Es 
entsteht aus LysFru über eine intermediäre, lysingebundene 5,6-Dicarbonylverbindung (vgl. 
Abbildung 2-5), die an Arginin angreift (Biemel et al., 2002a). Somit ist Glucosepan ein 
direktes Folgeprodukt von LysFru.  
In Tabelle 2-3 sind die Gehalte an proteingebundenem ARP (LysFru), HRP (LysGlc/Man), 
Glucosepan, 3DG-H und Pyrralin dargestellt. Da MRP stark mit Diabetes mellitus assoziiert 
werden, sind jeweils die Daten für diabetische und nicht-diabetische Probanden angegeben, 
die sich oft um den Faktor 2 unterscheiden.  
Entsprechend ihrer Bildungskinetik sind die MRP im Körper unterschiedlich verteilt. Gluco-
sepan ist für die langlebige extrazelluläre Matrix typisch, weniger für intrazelluläres Augen-
linsenprotein. Es akkumuliert als stabiles AGE stark mit dem Alter und erreicht dieselben 
Ausmaße wie enzymatisch gebildete Quervernetzungen im Collagen (Sell et al., 2005). 
3DG-H und das hier nicht dargestellte MG-H sind typische intrazelluläre AGEs, d.h. ihre 
Precursoren 3-DG und Methylglyoxal werden überwiegend intrazellulär gebildet. Für Me-
thylglyoxal kann dies bereits durch den oben erwähnten, intrazellulär vorkommenden Precur-
sor Glyceraldehyd-3-phosphat erklärt werden. 
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Tabelle 2-3: Gehalte an proteingebundenen MRP in vivo 
mmol/mol Lys, 
(bei 3DG-H Arg)  
Erythrocyten Blutplasma Augenlinse Hautcollagen 
LysFru    gesund 0,84 ± 0,3a 1,35 ± 0,16a 0,6 … 1,8b,* 4 … 6c 
            diabetisch 2,0 ± 0,8a 3,7 ± 0,9a 3 … 7b,*  
LysGlc/Man ges.   0,1 … 0,7b.*  
            diabetisch   0,6 … 0,9b,*  
Glucosepan  ges.  0,017 ... 0,024d,#  1 ... 10e 
            diabetisch  0,016 ... 0,051d,# 0,3 ... 0,6d,* 
(Katarakt) 
20e 
3DG-H    gesund 2,4 ± 0,9a 0,56 ± 0,11a   
            diabetisch 4,8 ± 2,2a 0,94a   
Pyrralin  gesund  0,015 ± 0,007g,# 0,07 ± 0,02f,* <0,005g 
            diabetisch  0,026 ± 0,011g,#   
a: (Ahmed et al., 2005a), b:(McPherson et al., 1988), c: (Dunn et al., 1991), d: (Biemel et al., 2002b), e: (Sell et 
al., 2005), f: (Nagaraj und Sady, 1996), g: (Portero-Otín et al., 1995) 
* Umrechnung von Proteinmasse auf Stoffmenge Lysin: α-Crystallin (A und B) besitzt 8,5 Lysin/mol Protein 
und 13,5 Arginin/mol Protein bei 20000 g/mol Protein (www.uniprot.org Nr. P02489-1 und P02511-1) 
# Umrechnung von Proteinmasse auf Stoffmenge Lysin. Plasmaproteine enthalten durchschnittlich 0,82 mmol 
Lysin/g Protein und 0,262 mmol Arginin/g Protein (Thornalley et al., 2003)  
LysFru ist trotz der geringeren Lebensdauer der Blutplasmaproteine verglichen mit Erythro-
cyten extrazellulär häufiger als intrazellulär. Auch stimmt die Glykierung extrazellulärer 
Proteine gut mit ihrer Lebensdauer überein, während intrazelluläre Proteine durchweg 
weniger glykiert sind, als ihr Alter vermuten lässt (Schleicher und Wieland, 1986). Da die 
Glucosekonzentration in Blutplasma und Erythrocyten annähernd gleich ist, muss es intrazel-
lulär einen Abbaumechanismus geben, der extrazellulär fehlt.  
2.4.3 Metabolismus von Maillard-Reaktionsprodukten 
Wie in 2.4.2 erwähnt, werden durch Maillard-Reaktion modifizierte Proteine regulär vom 
Proteasom der Zellen hydrolysiert und die MRP dabei freigesetzt. Zum Teil wird eine 
verminderte Proteolysierbarkeit glykierter Proteine vermutet, z.B. für Pyrralin-haltiges 
Serumalbumin in Macrophagen (Miyata et al., 1997) oder für β2-Microglobulin im Plasma, 
welches durch die Glykierung unlöslich wird (Miyata et al., 1994). In anderen Modellen 
wurde die intrazelluläre Proteolyse durch Glykierung mit Methylglyoxal aktiviert (Du et al., 
2006). Die proteolytisch freigesetzten MRP werden wahrscheinlich in den Blutkreislauf 
abgegeben, wo auch die intestinal absorbierten MRP hingelangen. 
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2.4.3.1 Bioverteilung und Metabolismus freier AGEs und des Fructosyllysins 
Freies LysFru wurde im Blutplasma von gesunden Probanden zu ca. 100 nM gefunden 
(Ahmed et al., 2005a), freies 3DG-H zu 150 nM (Thornalley et al., 2003). Im Urin sind diese 
Konzentrationen 30- bis 40-fach höher: 4,0 µM für LysFru und 4,4 µM für 3DG-H 
(Thornalley et al., 2003). Das deutet auf eine effektive renale Ausscheidung freier MRP hin 
(Ahmed et al., 2005a). Der Anteil der nicht aus der Nahrung stammenden MRP an der renalen 
Ausscheidung wurde in Ernährungsstudien mit Verzicht auf erhitzte Lebensmittel zu 10 bis 
20 % (entsprechend 2 bis 4 µmol/d) für LysFru, 10 bis 40 % für Pyrralin (2 bis 8 µmol/d) und 
60 % für Pentosidin (9 nmol/d) bestimmt (Förster et al., 2005; Förster et al., 2009). Die 
CML-Ausscheidung betrug unabhängig von der Ernährung 3 bis 8 µmol/d (Förster, 2006).  
Zur metabolischen Veränderung freier AGEs gibt es nur wenige Untersuchungen. Die 
Ausscheidung von mit der Nahrung aufgenommenem Pyrralin erfolgt schnell und zu einem 
großen Anteil von 40 bis 64 % in 72 h (Förster, 2006), so dass eine mögliche Metabolisierung 
auch von in vivo gebildetem Pyrralin vermutlich nebensächlich ist. Nierenzellen vom Opos-
sum resorbieren Pyrralin nicht (Hellwig et al., 2009). Pentosidin hingegen wird in Ratten zu 
einem großen Teil in den proximalen Tubuli der Nieren resorbiert und metabolisiert, bevor 
die Metabolite ausgeschieden werden (Miyata et al., 1998). Auch für CML wurde eine 
Metabolisierung in der Niere vermutet, da die Verfütterung von CML-haltigem Protein an 
Ratten die Aktivität der Glutathiontransferase, einem Phase-II-Enzym der Biotransformation, 
erhöht (Wenzel et al., 2002). Die Leber scheint an der Biotransformation von AGEs wenig 
beteiligt zu sein, da keine Konzentrationsunterschiede der AGEs (Pentosidin, CML, MG-H1, 
3DG-H u.a.) in zuführenden und wegführenden Blutgefäßen festgestellt wurden (Ahmed et 
al., 2004). 
Von den in vivo gebildeten ARP wird verglichen mit Pyrralin nur ein geringer Teil ausge-
schieden. Zudem wurde in Studien an Ratten eine vorübergehende Akkumulation von LysFru 
in der Niere vor der Ausscheidung beobachtet: für intravenös injiziertes Nα-fluorbenzoyliertes 
LysFru (Hultsch et al., 2006), für intravenös injiziertes, am Lysin 14C-markiertes LysFru 
(Erbersdobler et al., 1981; Finot und Magnenat, 1981) und für verfüttertes caseingebundenes 
LysFru (Somoza et al., 2006). Demzufolge wurde eine aktive Aufnahme von LysFru in die 
Niere vermutet (Somoza et al., 2006). In Leberzellen und weniger noch in Muskelzellen drang 
LysFru lediglich durch passive Diffusion ein (Erbersdobler et al., 1981). Über den intrazellu-
lären Metabolismus von proteingebundenem und freiem LysFru ist inzwischen mehr bekannt, 
dies wird in Abschnitt 2.5 dargestellt. 
2.4.3.2 Metabolismus von Dicarbonylverbindungen 
Zum Metabolismus der aufgrund ihrer Reaktivität cytotoxischen α,β-Dicarbonylverbindungen 
existieren zahlreiche Untersuchungen. Die Zellmembran scheint für diese Verbindungen kein 
unüberwindbares Hindernis zu sein, da die Aufnahme von extrazellulär appliziertem 3-DG für 
Endothelzellen in vitro (Sakiyama et al., 2006) und auch für Erythrocyten in vivo beschrieben 
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ist (Fujii et al., 1995). Methylglyoxal und Glyoxal können vermutlich aufgrund ihrer geringen 
Größe und vergleichsweise hohen Lipophilie durch biologische Membranen diffundieren. Im 
Folgenden werden die intrazellulären enzymatischen Abbauwege vorgestellt (siehe auch 
Abbildung 2-11). Die Spezifität der Enzyme beschränkt sich dabei in der Regel auf endstän-
dige, d.h. 1,2-Dicarbonylverbindungen. 
Das Glyoxalase-System ist in allen Geweben vorhanden (Vander Jagt und Hunsaker, 2003) 
und weist von allen Dicarbonyl-Abbauwegen die größte Aktivität auf (Shinohara et al., 
1998). Methylglyoxal ist das bevorzugte Substrat, Glyoxal wird ebenfalls umgesetzt, 3-DG 
jedoch nicht (Jellum, 1968; Shinohara et al., 1998). Methylglyoxal wird durch Glutathion 
nucleophil an der Aldehydgruppe angegriffen und dann durch die zinkabhängige Oxidoreduk-
tase Glyoxalase I (EC 4.4.1.5) intramolekular disproportioniert. Die Esterase Glyoxalase II 
(EC 3.1.2.6) hydrolysiert den Thioester im zweiten Schritt zu D-Lactat (Vander Jagt und 
Hunsaker, 2003).  
Die Aldehydreduktase (EC 1.1.1.2) reduziert mit NADPH als Cofaktor verschiedene Aldehy-
de zu primären Alkoholen und bevorzugt dabei 1,2-Dicarbonylverbindungen wie Methyl-
glyoxal (Vander Jagt et al., 1992) und 3-DG (Kato et al., 1990; Kanazu et al., 1991; Liang et 
al., 1991). Aus 3-DG entsteht somit 3-Desoxyfructose (3-DF, Kanazu et al., 1991). In Nieren 
von Ratten und Affen ist besonders viel Aldehydreduktase vorhanden (Sato et al., 1993; 
Takahashi, 1993). Das Enzym kommt aber auch in allen anderen Organen vor, sowie in 
Endothelzellen (Sakiyama et al., 2006). Es ist anfällig für Glykierung und verliert dadurch ein 
Drittel seiner Aktivität (Takahashi et al., 1995). Die Überexpression von Aldehydreduktase 
schützt neuronale Zellen vor Schäden durch Methylglyoxal und 3-DG (Suzuki et al., 1998). 
Aldosereduktase (EC 1.1.1.21), auch Polyoldehydrogenase genannt, ist mit Aldehydreduktase 
verwandt und reduziert ebenfalls bevorzugt 1,2-Dicarbonylverbindungen mit NADPH 
(Vander Jagt et al., 1992). Die Substratspezifität ist wesentlich breiter und umfasst auch 
Fettoxidationsaldehyde (Vander Jagt und Hunsaker, 2003). 1,2-Dicarbonylverbindungen 
werden zum Hydroxyketon reduziert. Hohe Enzymmengen wurden insbesondere in der 
Marksubstanz der Niere gefunden, daneben in Nerven, Augenlinse, Hoden, Herz, und anderen 
Organen, weniger in der Leber (Chang et al., 2002). Erythrocyten weisen nur geringe Mengen 
dieses Enzyms auf (Sato et al., 1993; Schalkwijk et al., 2004).  
Da Aldosereduktase auch Glucose zu Sorbitol reduziert, stellt sie den Eingang zum Polyolweg 
des Glucosekatabolismus dar. Sorbitol wird mit der ubiquitär, insbesondere in Niere und 
Augenlinse vorhandenen Sorbitoldehydrogenase (Ketoreduktase) und NAD+ zu Fructose 
oxidiert (Schalkwijk et al., 2004, vgl. 2.4.1). Die Aktivierung des Polyolweges wird zum Teil 
als Ursache für diabetische Komplikationen gesehen und in Versuchen mit Aldosereduktase-
Inhibitoren gemindert (Hamada et al., 2000; Chang et al., 2002; Vander Jagt und Hunsaker, 
2003), was jedoch im Hinblick auf eine pharmakologische Anwendung umstritten ist 
(Crabbe, 2003).  
36 2 Hintergrund und Wissensstand  
Aus der großen Gruppe der Aldehyddehydrogenasen (ALDH), zeigen nur zwei gegenüber 
1,2-Dicarbonylverbindungen eine merkliche Aktivität (Vander Jagt und Hunsaker, 2003). 
ALDH1A1 wurde kürzlich als das 3-DG-oxidierende Enzym in Erythrocyten identifiziert 
(Collard et al., 2007). Mit diesem entsteht unter Reduktion von NAD+ 3-Desoxy-
2-ketogluconsäure (3-DGA), die bereits in Erythrocyten und Blutplasma neben 3-DF als 
Metabolit von 3-DG nachgewiesen wurde (Fujii et al., 1995; Lal et al., 1998, siehe Abbildung 
2-11). ALDH1A1 bevorzugt sonst hydrophobe Aldehyde wie Retinaldehyd und Fett-
oxidationsprodukte. Sie kommt in der Maus v.a. in Leber, Hoden, Lunge und Erythrocyten 
vor, nicht in Hirn, Niere, Muskel und Herz (Collard et al., 2007). 
Die 2-Oxoaldehyddehydrogenase oxidiert ebenfalls 3-DG zu 3-DGA und auch Methylglyoxal 
zu Pyruvat, benötigt als Cofaktoren aber NADP+ und Amine wie 2-Amino-1-Propanol 
(Jellum, 1968; Ray und Ray, 1982; Vander Jagt und Hunsaker, 2003). Sie scheint spezifisch 
für 1,2-Dicarbonylverbindungen zu sein (Monder, 1967; Collard et al., 2007) und wurde im 
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Abbildung 2-11: Enzymatische Abbauwege von 3-DG 
Für 3-DG kann aus den Angaben in Tabelle 2-4 geschlossen werden, dass es überwiegend zu 
3-DF reduziert wird. Die 3-DG-Konzentrationen aus der Gruppe um Niwa sind aufgrund 
unterschiedlicher Analysenmethoden grundsätzlich um den Faktor 30 höher als die der 
Gruppen um Baynes und Brown (Lal et al., 1997), weshalb die hohen Werte für 3-DG in 
Erythrocyten (Tsukushi et al., 2002) nicht direkt mit den für Plasma und Urin angegebenen 
verglichen werden können.  
Da im Urin nur 65 % der aus der Plasmakonzentration zu erwartenden 3-DG-Menge gefunden 
wurden, scheinen sich insbesondere die Nieren am 3-DG-Metabolismus zu beteiligen (Lal et 
al., 1998). Dies ist konsistent zur dort hohen Aktivität an Aldehydreduktase und Aldose-
reduktase. In Erythrocyten korreliert die 3-DG-Konzentration positiv mit der von 3DG-H 
(Tsukushi et al., 1999). Auch die Höhe des Blutzuckerspiegels, gemessen als HbA1c (vgl. 
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2.4.4) korreliert positiv mit der Konzentration an 3-DG, 3-DF und 3-DGA im Blutplasma 
(Beisswenger et al., 1998).  
Tabelle 2-4: Konzentrationen an 3-DG und Metaboliten in Blut und Urin 






3-DG     gesund 3,7 ± 0,4a 0,04 … 0,16b,c,d 2,7 ± 0,9b 
         diabetisch 10 ± 2a 0,08 … 0,50b,d,e 4,6 ± 3,6b 
3-DF     gesund  0,4 … 1,1b,c 32 … 92 b,c 
         diabetisch  2,1 ± 1,4b 125 ± 71b 
3-DGA  gesund 11,5 ± 3,2b 
159 ± 57*g 
0,48 ± 0,14g 17 ± 1f 
         diabetisch 31,4 ± 14b 
297 ± 111*g 
2,4 ± 1,3g  
a: (Tsukushi et al., 2002) b: (Lal et al., 1998), c: (Knecht et al., 1992), d: (Odani et al., 1999), e: (Beisswenger et 
al., 2001), f: (Collard et al., 2007), g: (Fujii et al., 1995).  
* aus /g Hämoglobin mit durchschnittlich 300 g/l Hämoglobin in Erythrocyten (Delpierre et al., 2004) berechnet 
Je höher der 3-DG-Spiegel, aber auch je niedriger der Gehalt an 3-DF im Blutplasma sind, 
umso schneller entwickeln sich bei Diabetikern Augen- und Nierenschäden (Beisswenger et 
al., 1998). Anhand der Konzentration von 3-DG im Blutplasma lässt sich bei Diabetikern die 
Dauer bis zur Manifestation von Folgeerkrankungen sogar eher vorhersagen als anhand der 
Blutzuckerkonzentration (Kusunoki et al., 2003). Die enzymatische 3-DG-Entgiftung ist 
demnach ein wichtiger Schutzmechanismus, wobei die Aktivität der 3-DG-reduzierenden 
Enzyme individuell verschieden ist (Lal et al., 1998; Kusunoki et al., 2003) und durch 
Glykierung der Enzyme selbst gesenkt wird (Takahashi et al., 1995). 
2.4.4 Konsequenzen der Maillard-Reaktion in vivo 
Während die mit der Nahrung aufgenommenen MRP in Bezug auf mögliche pathologische 
Konsequenzen kontrovers diskutiert werden (Henle, 2007), konnte für einige pathologischen 
Vorgänge im Körper ein ursächlicher Zusammenhang mit der Glykierung belegt werden 
(Brownlee et al., 1984). 
Insgesamt verbraucht der Metabolismus von 1,2-Dicarbonylverbindungen (vgl 2.4.3.2) 
reduziertes Glutathion, NADPH oder NAD+ und erhöht die Anfälligkeit der Zelle für oxidati-
ven Stress. NADPH wird auch für die Regenerierung von oxidiertem Glutathion benötigt 
(Schalkwijk et al., 2004; Thornalley, 2008). 
Die Glykierung an Lysin und Arginin blockiert eine positive Ladung im Protein. Besonders 
Arginin liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit von 20 % an funktionell wichtigen Stellen im 
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Protein (Ahmed et al., 2005b). Beispiele für den Verlust einer enzymatischen Aktivität durch 
Glykierung eines bestimmten Arginin- oder Lysinrestes sind die Esteraseaktivität des Serum-
albumins (MG-H1 an Arg410, Ahmed et al., 2005b), Glutathionperoxidase (Dicarbonyl-
Modifizierung an Arg184/Arg185, Sakiyama et al., 2006), 2,3-Bisphosphoglycerat-Mutase in 
Erythrocyten (Glykierung an Lys158, Fujita et al., 1998) und Cu-Zn-Superoxid-Dismutase in 
Erythrocyten (Glykierung an Lys122/Lys128, Arai et al., 1987).  
Darüber hinaus kann die Ligandenbindungsfähigkeit eingeschränkt sein. Das ECM-Protein 
Collagen Typ IV wird durch Methylglyoxal an der Integrinbindungsstelle glykiert, so dass 
Endothelzellen nicht ausreichend an der Basalmembran des Gefäßes haften (Dobler et al., 
2006). Immunglobulin G wird vor allem an der Antigen-Bindungsstelle glykiert, was mögli-
cherweise die Immunschwäche bei Diabetikern erklärt (Lapolla et al., 2002). 
Glykierung kann auch die Proteinstruktur verändern und so einen Funktionsverlust herbeifüh-
ren. Beispiele sind das Plasmaprotein β2-Microglobulin oder Serumamyloid P, welches sich 
bei Dialyse-Patienten zu unlöslichen Fibrillen in Gefäßen ablagert (Miyata et al., 1994; Niwa, 
2001), oder das α-Crystallin der Augenlinse, welches durch Glykierung seine Chaperon-
Funktion für andere Augenlinsenproteine verliert (van Boekel und de Jong, 1998). 
Schließlich wurde über eine rezeptorvermittelte Induktion von Entzündungsprozessen durch 
glykierte Blutplasmaproteine berichtet. RAGE, der sogenannte Rezeptor für AGEs, bindet vor 
allem β-faltblattreiche und fibrilläre Proteinstrukturen, wie sie durch Glykierung entstehen 
können. RAGE wird von zahlreichen Geweben exprimiert, unter anderem vom Endothel. 
Seine Aktivierung führt zur Ausschüttung von Entzündungsmediatoren, vermutlich ist er Teil 
des angeborenen Immunsystems (Bierhaus et al., 2005). Speziell für ARP-modifiziertes 
Serumalbumin und einige andere Blutplasmaproteine werden andere Rezeptoren vermutet, 
deren Aktivierung in Endothelzellen oder dem Nierenepithel zu Entzündungen und einer 
Verdickung der Basalmembran führt (Krantz et al., 1998; Cohen et al., 2006).  
Letztlich entwickeln sich durch diese Prozesse die für Diabetes bekannten Folgeerkrankun-
gen. Das Auftreten mikrovaskulärer Komplikationen wie Nephropathie, Retinopathie und 
Neuropathie ist sehr stark von der Höhe des Blutzuckerspiegels abhängig, das Auftreten 
makrovaskulärer Erkrankungen wie Herz-Kreislauf-Erkrankungen hängt mehr von zusätzli-
chen Fettstoffwechselstörungen ab (Brownlee, 2005). Weiterhin wird die Glykierung und die 
mit ihr verbundene RAGE-Aktivierung als Teilursache für diabetes-unabhängige Atheroskle-
rose und Herz-Kreislauf-Erkrankungen, sowie Krebs (Ross et al., 2001) und neuro-
degenerative Erkrankungen (Sasaki et al., 1998; Bierhaus et al., 2005) diskutiert. 
Hämoglobin (Hb), ein Tetramer aus zwei α- und zwei β-Ketten, war das erste Protein, dessen 
Glykierung besonders im Vergleich zwischen Diabetikern und Nicht-Diabetikern gründlich 
untersucht wurde (Rahbar et al., 1969). Hauptglykierungsorte in vitro sind der N-Terminus 
der β-Ketten (Valin), sowie Lys16 der α-Ketten und Lys66 der β-Ketten (Shapiro et al., 1980; 
Acharya et al., 1991). Bei Nicht-Diabetikern sind ca. 5 % der Hb-Tetramere an einem oder 
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beiden Val1β (HbA1c) und ca. 5 % an einem Lysinrest mit Glucose modifiziert (Garlick et al., 
1983). Die insgesamt 11 Lysinreste pro Monomer sind im Vergleich zum N-Terminus also 
weniger stark glykiert. Pathologische Folgen dieser Hb-Glykierung wurden bisher nicht 
beschrieben, sie hat jedoch diagnostische Bedeutung. Der HbA1c-Wert, d.h. der Anteil an 
Tetrameren mit ein oder zwei ARP von Val1β an der Gesamt-Hb-Menge (Bry et al., 2001), 
eignet sich als Indikator für den Blutzuckerspiegel (Koenig et al., 1976) und wird dafür häufig 
gebraucht (Cohen und Clements, 1999). Da die Lebensdauer von Erythrocyten durchschnitt-
lich 120 d beträgt (Cohen et al., 2008), spiegelt sich im HbA1c-Wert die durchschnittliche 
Blutglucosekonzentration der letzten zwei bis drei Monate wider.  
2.5 Enzymatische Deglykierung von Amadori-Produkten 
Lange galt die spontane Glykierung von Proteinen als rein nicht-enzymatisch und unumkehr-
bar. Inzwischen wurden jedoch eine Reihe von enzymatisch gebildeten niedermolekularen 
ARP beschrieben, wie Fructosylglutamin (Santhopin) in Rhizobiaceae (Baek et al., 2005), und 
vor allem eine Reihe von ARP-abbauenden Enzymen. Mikroorganismen erschließt sich damit 
eine zusätzliche Nahrungsquelle, während in allen Organismen solche Enzyme als Protein-
reparaturenzyme gelten (Szwergold und Beisswenger, 2003). Die Reparatur geschädigter 
Proteine ist für die Zelle energetisch wesentlich günstiger als ihre komplette Hydrolyse und 
Neusynthese (Collard, 2004). So sind auch für andere Proteinschäden ubiquitär verbreitete 
Reparaturenzyme bekannt: Methioninsulfoxid-Reduktasen für oxidierte Methioninreste 
(Moskovitz, 2005) und Protein-Isoaspartyl-Methyltransferase für racemisierte D-Aspartatreste 
und Isoaspartat, welches sich aus Asparagin über cyclisches Succinimid bildet (Geiger und 
Clarke, 1987; Lowenson et al., 2001). 
Zu den Enzymen, welche ARP abbauen können, zählen Fructosylaminoxidasen (FAOX), 
auch Amadoriasen genannt, Fructosylamin-6-kinase (FN6K), sowie Fructosamin-3-kinase 
(FN3K) und Fructosamin-3-kinase-related Protein (FN3K-RP). FN3K-RP, z.T. aber auch 
FN3K werden inzwischen unter dem Begriff Ketosamin-3-kinase in Proteindatenbanken wie 
Uniprot.org geführt.  
2.5.1 Fructosylaminoxidasen (FAOX) 
In Pilzen sowie in einigen Hefen und Bakterien wurde mit FAOX eine größere Gruppe ARP-
abbauender Enzyme entdeckt, die von Wu und Monnier (2003) zusammengefasst vorgestellt 
wurden. Alle haben FAD als Cofaktor gebunden, sind vermutlich in Peroxisomen lokalisiert 
und oxidieren niedermolekulare ARP der Glucose am zuckergebundenen Stickstoffatom. Die 
entstehende Imin-Bindung hydrolysiert spontan (Abbildung 2-12), FADH2 reduziert Sauer-
stoff unter Bildung von Wasserstoffperoxid. Aus dem ARP entsteht so in den meisten Fällen 
Glucoson und die freie Aminosäure. Nur in Pseudomonas wird von LysFru nicht das erste 
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C-Atom des Zuckers, sondern das letzte des Lysins oxidiert, so dass 1-Desoxy-1-





























Abbildung 2-12: Oxidation von ARP durch pilzliche FAOX, nach Wu et al. (2001) 
FAOX akzeptieren generell nur niedermolekulare Substrate, dienen also primär der Ernährung 
dieser Pilze. Die Spezifität bezüglich des Amins variiert von Organismus zu Organismus (Wu 
und Monnier, 2003). Da die von ihnen katalysierte Reaktion nicht von ATP abhängig, der 
Cofaktor FAD kovalent am Enzym gebunden und das eigentliche Cosubstrat Sauerstoff ist, 
können sie problemlos extrazellulär agieren.  
Mit einer FAOX von Eupenicillium terrenum, welche auch peptidgebundene Nα-Fructosyl-
amine oxidiert, und speziellen Peptidasen entwickelten Hirokawa et al. (2003, 2005) eine 
Methode zur Bestimmung von HbA1c. Zur Analytik freier ARP wurde ein FAOX-basierter 
Enzymsensor etabliert (Ogawa et al., 2002). Die zweite Motivation zur intensiven Beschäfti-
gung mit FAOX entstand mit dem Ziel, ein deglykierendes Agens gegen Alterungserschei-
nungen zu finden (Monnier und Wu, 2003). Bisher ist das aktive Zentrum von FAOX für 
proteingebundene ARP jedoch unerreichbar, wie bei der Aufklärung der Kristallstruktur 
deutlich wurde (Collard et al., 2008).  
2.5.2 Glycosamin-6-kinasen in Bakterien 
In Escherichia coli wurde eine Fructosylamin-6-kinase (FN6K) gefunden, welche freies 
LysFru am C6-Atom des Zuckers phosphoryliert. Eine Deglycase setzt dieses Fructosyllysin-
6-phosphat zu Glucose-6-phosphat und Lysin um (Wiame et al., 2002). Zu dem Operon, auf 
dem diese beiden Enzyme codiert sind, gehört auch eine C3-Epimerase, die Psicosyllysin zu 
Fructosyllysin umwandelt, ähnlich der Ribulose-5-phosphat-3-Epimerase im Pentosephos-
phat-Weg (Wiame und van Schaftingen, 2004). Proteingebundenes LysFru ist kein Substrat 
für die FN6K, sie stellt deshalb kein Reparaturenzym für Proteinschäden dar. Da auch ein 
Transporter für kationische Aminosäuren im Operon eingeschlossen ist, dient dieses System 
vermutlich dazu, freies extrazelluläres LysFru als Nahrungsquelle zu nutzen, wie es im Dick-
darm von Menschen vorkommt. Das geht einher mit dem schon seit langem bekannten Abbau 
von LysFru durch die Mikroorganismen des Darms (Erbersdobler et al., 1970, vgl. 2.2.2.3). 
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Bacillus subtilis besitzt ein ähnliches Operon. Die Substratspezifität der FN6K erstreckt sich 
hierbei vor allem auf Nα-Fructosylaminosäuren (Wiame et al., 2004). In Enterococcus faecium 
wurde ein zusätzliches Operon entdeckt, welches HRP, nämlich LysGlc, auf analoge Weise 
phosphoryliert und deglykiert (Wiame et al., 2005). Das unterstreicht die Bedeutung von HRP 
in der menschlichen Ernährung.  
Derartige Enzyme beschränken sich nicht auf Bewohner des menschlichen Darms, sondern 
existieren in ähnlicher Form auch in Rhizobiaceae, Bewohnern pflanzlicher Wurzeln, wie 
Agrobacterium tumefaciens. Dort spielen sie eine Rolle in Synthese und Katabolismus des 
ARP Nα-Fructosylglutamin (Santhopin) und verwandten Stoffen (Wiame et al., 2002; Baek et 
al., 2005; Sakaguchi et al., 2005; Kim et al., 2006). 
2.5.3 Ketosamin-3-kinasen in Bakterien und anderen Organismen 
FN3K und FN3K-RP kommen in Säugetieren und Vögeln vor (Delplanque et al., 2004, vgl. 
2.5.4). Fische besitzen nur ein Enzym dieser Art, welches genetisch und in der Substratspezi-
fität stärker FN3K-RP als FN3K ähnelt (Delplanque et al., 2004). Ein ähnliches Gen wurde 
auch in dem Frosch Xenopus levis entdeckt (Conner et al., 2005).  
Pflanzen, z.B. Spinat und Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana), besitzen in ihren Chloro-
plasten ein FN3K-RP-ähnliches Enzym, welches mit sehr hoher Aktivität freie und proteinge-
bundene ARP von Ribose-5-phosphat und Erythrose-4-phosphat an der C3-OH-Gruppe 
phosphoryliert. Diese zerfallen schnell zum entsprechenden 3-Desoxyoson und freiem Lysin. 
Vermutlich werden die Proteine so vor Glykierung durch Intermediate des Calvin-Zyklus5 
geschützt (Fortpied et al., 2005). 
Auch viele Bakterien, z.B. Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, Staphylococcus 
aureus und Thermus thermophilus, besitzen eine derartige Ribulosamin-/Erythrulosamin-3-
kinase. In einigen ist diese von einer Phosphatase begleitet, so dass auch endständig phospho-
rylierte ARP wie Ribulosyllysin-5-phosphat umgesetzt werden können (vgl. 2.5.4.5). Protein-
gebundene ARP, vor allem aber die von freiem Lysin und Cadaverin sind Substrate. Insge-
samt wurden in einem Viertel aller bekannten Bakteriengenome zu FN3K homologe Sequen-
zen gefunden. Das proteinsequenzielle Motiv LHGDLW ist in allen bakteriellen, pflanzlichen 
und Vertebraten-Proteinen mit Ketosamin-3-kinase-Aktivität konserviert (Gemayel et al., 
2007), demnach spielen diese Aminosäuren in der Substraterkennung und Phosphorylierung 
wahrscheinlich eine wichtige Rolle.  
                                                 
5 Calvin-Zyklus: Dunkelphase der Photosynthese mit Ribose-5-phosphat und Erythrose-4-phosphat als zentralen 
Intermediaten, entspricht Pentosephosphat-Weg in umgekehrter Richtung. 
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2.5.4 FN3K und FN3K-RP in Säugetieren 
Bei FN3K und FN3K-RP handelt es sich um zwei cytosolische Enzyme (EC 2.7.1., Tsai et 
al., 2006), welche ARP und auch Ketosen am C3 des Zuckerrestes unter ATP-Verbrauch 
phosphorylieren. Die Phosphatestergruppe in derartiger Nähe zur Keto-Gruppe destabilisiert 
das ARP und beschleunigt dessen Zerfall stark, da sie eine bessere Abgangsgruppe bei der 
β-Eliminierung ist als Wasser (vgl. 2.1.1.2). Aus LysFru wird dadurch 3-DG freigesetzt und 
Lysin zurückgebildet (Abbildung 2-13). Diese Reaktion läuft in leicht sauren Lebensmitteln 
auch ohne Enzymkatalyse ab, wird im physiologischen Milieu jedoch weniger erwartet. Die 
extrazelluläre Halbwertszeit von LysFru wurde in Abschnitt 2.4.2 mit etwa 6 Monaten 
angegeben, die intrazelluläre dürfte aufgrund der Wirkung der FN3K wesentlich kürzer sein. 
Die Halbwertszeit des Phosphorylierungsproduktes Fructosyllysin-3-phosphat beträgt 5 bis 






























































Abbildung 2-13: FN3K-katalysierte Reaktion von Fructosyllysin zu 3-DG und Lysin 
(Delpierre, 2002) 
2.5.4.1 Entdeckung von FN3K und FN3K-RP 
Die ersten Hinweise auf eine deglykierende Enzymaktivität brachte die Identifizierung von 
Sorbitol- und Fructose-3-phosphat mit 31P-NMR in den Augenlinsen diabetischer Ratten 
(Szwergold et al., 1989; Szwergold et al., 1990) und in humanen Erythrocyten (Petersen et 
al., 1990). Zunächst wurde die durch den Polyolweg bei Diabetes gebildete Fructose als 
Hauptsubstrat betrachtet, auch wenn diese unter normalen Bedingungen nur in mikromolaren 
Konzentrationen vorkommt und von dem zunächst 3-Phosphokinase genannten Enzym mit 
relativ geringer Affinität umgesetzt wird (Petersen et al., 1992).  
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Unter diabetischen Bedingungen oder bei angeborenen Störungen im Fructosemetabolismus 
(essentielle Fructosurie) mit Fructosekonzentrationen von 2,5 mM und mehr stellt die 
3-Phosphorylierung den Haupt-Abbauweg der Fructose außerhalb von Leber und Niere dar 
(Petersen et al., 1992). Wie Lal et al. (1995) zeigten, zerfällt Fructose-3-phosphat leicht zu 
3-DG – vermutlich weil es zu einem großen Anteil von 5 % in der offenkettigen Form 
vorliegt (Szwergold et al., 1990). Die 3-Phosphorylierung von Fructose leistet einen deutli-
chen Beitrag zur 3-DG-Bildung in der diabetischen Augenlinse (Lal et al., 1995) und vermut-
lich auch in anderen Geweben mit pathologisch hoher Fructosekonzentration. Selbst nach 
oraler Einnahme von 50 g Fructose steigt die Fructose-3-phosphat-Konzentration in Erythro-
cyten innerhalb von zwei Stunden von 0,50 µmol/g Hb um 10 % an (Kawaguchi et al., 1996), 
so dass auch mit der Nahrung aufgenommene Fructose zum Teil über diesen Weg metaboli-
siert wird.  
Später wurde proteingebundenes Fructosyllysin als wesentlich affineres Substrat identifiziert 
(Szwergold et al., 1997; Delpierre et al., 2000b) und das phosphorylierende Enzym FN3K 
von drei Arbeitsgruppen aus Erythrocyten (Delpierre et al., 2000a; Szwergold et al., 2001) 
und aus Nieren (Kappler et al., 2001) gereinigt und charakterisiert. Ein sequenziell und 
funktionell verwandtes Enzym, FN3K-RP, wurde kurz darauf ebenfalls aus Erythrocyten 
gereinigt und charakterisiert (Collard et al., 2003). Beide sind bereits als rekombinante 
Enzyme verfügbar (Tsai et al., 2006; Payne et al., 2008) und bestehen aus 309 Aminosäuren 
mit einer molekularen Masse von ca. 35 kDa (Delpierre et al., 2000a; Collard et al., 2003). 
Die entsprechenden Gene auf Chromosom 17 entstammen vermutlich einer Genduplikation, 
wobei FN3K-RP weiter verbreitet ist und demzufolge das evolutionär ältere Enzym sein muss 
(Collard et al., 2003; Delplanque et al., 2004). 
2.5.4.2 Analytik der Aktivität von FN3K und FN3K-RP 
Die Geschwindigkeit der enzymatischen Reaktion von FN3K wurde auf vielfältige Weise 
bestimmt. Die Bildung des Fructose(amin)-3-phosphates kann anhand der charakteristischen 
chemischen Verschiebung von 5,8 ppm in 31P-NMR-Spektren verfolgt werden, was jedoch 
eine instrumentell aufwendige Untersuchung erfordert und wenig sensitiv ist (Szwergold et 
al., 1990; Szwergold et al., 2001). Aus mit Anionenaustauschchromatographie isolierten 
Fructosephosphatestern kann durch alkalische Phosphatase Fructose freigesetzt und diese 
enzymatisch bestimmt werden. Diese Methode ist nicht spezifisch für Fructose-3-phosphat, 
kann den Gehalt dieses Hauptabbauproduktes von Fructose in Erythrocyten aber ausreichend 
abschätzen (Delpierre et al., 2000b).  
Mit dem an der Zuckerkomponente radioaktiv 14C-markierten Substrat 1-Desoxy-1-morpho-
linofructose (MorphoFru) konnte die Aktivität nach Trennung von Substrat und phosphory-
liertem Produkt mit Anionenaustauschchromatographie durch Messung der Radioaktivität 
bestimmt werden (Delpierre et al., 2000b). Bei verschiedenen Substraten ist die radioaktive 
Markierung des Cosubstrates zu [γ-32P]-ATP praktikabler, wobei unverbrauchtes [γ-32P]-ATP 
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von Reaktionsprodukten mit 32P-Phosphatester durch Adsorption an Aktivkohle abgetrennt 
wurden (Delpierre et al., 2000a). Dieser Assay ist nur für gereinigte Enzyme geeignet, da 
sonst zahlreiche andere Kinasen der Zellen interferieren (Delpierre et al., 2002).  
Auf ähnliche Weise wurde radioaktives [γ-33P]-ATP verwendet, dabei das phosphorylierte 
Substrat jedoch an einem Kationenaustauscher-Papier (Phosphocellulose) gebunden und 
überschüssiges ATP eluiert. Die am Kationentauscher gebundene Radioaktivität, welche dem 
33P-phosphorylierten Produkt entstammt, wurde als Maß für die Enzymaktivität verwendet 
(Szwergold, 2005). Dieses Verfahren ist nur für mehrfach positiv geladene Substrate wie 
LysFru oder das von Szwergold verwendete Fructose-1,4-bis[3-aminoethyl]piperazin FBAPZ 
geeignet. 
Zur Aktivitätsbestimmung in biologischen Matrizes wurde eine Methode zur chromatographi-
schen Anreicherung von FN3K und FN3K-RP aus Gewebehomogenaten an Blue Sepharose® 
und Blue Trisacryl entwickelt, wobei der Farbstoff Cibacron Blue mit der Bindungsstelle von 
ATP wechselwirkt, d.h. selektiv Kinasen bindet. Die Enzymreaktion erfolgte für FN3K mit 
radioaktiv markierter 14C-MorphoFru wie oben, für FN3K-RP wurde die Bindung von 
Radioaktivität aus [γ-32P]-ATP an glykiertes Lysozym nach Kationenaustausch-Papier-
chromatographie bestimmt (Delplanque et al., 2004). 
Eine einfachere Methode zur Bestimmung der FN3K-Aktivität in Erythrocyten ohne Verwen-
dung von Radionukliden und ohne Isolierung des Enzyms entwickelten Krause et al. (2006) 
indem sie das UV-aktive Substrat Nα-Hippuryl-Nε-(1-desoxyfructos-1-yl)-lysin (HipLysFru) 
mit Erythrocytenlysat und ATP inkubierten und das phosphorylierte Produkt mit RP-HPLC-
UV quantifizierten. 
2.5.4.3 FN3K als deglykierendes Enzym in vivo 
Freies extrazelluläres LysFru wird kaum durch FN3K in Erythrocyten umgesetzt, weil es nur 
langsam in die Zelle gelangt (Delpierre et al., 2002), vermutlich über einen Lysintransporter 
(Delpierre, 2002). Nierenzellen können freies LysFru aus dem Blutplasma offensichtlich 
schneller aufnehmen, da es dort innerhalb von Minuten zu Fructosyllysin-3-phosphat und 
auch 3-DG umgesetzt wurde (Kappler et al., 1998), wenn auch nicht angegeben war, zu 
welchem Anteil. Die von Kappler et al. (2001) isolierte FN3K der Niere („Amadorase“) 
scheint außerdem spezifischer für freies LysFru als FN3K in Erythrocyten zu sein (vgl 
2.5.4.4) , so dass das Nierenenzym möglicherweise der Rückgewinnung von Lysin dient. 
Mit Glucose glykiertes Hämoglobin ist ein Substrat für FN3K in Erythrocyten. Die Glykie-
rungsrate in intakten Zellen, deren FN3K-Aktivität mit MorphoFru (Ki 0,1 mM) gehemmt 
wurde, war in glucosereichen Medien signifikant höher als ohne MorphoFru (Delpierre et al., 
2002). Die Menge an 3-DGA, einem Produkt der enzymatischen 3-DG-Oxidation (vgl. 
2.4.3.2), korrelierte mit dem Glykierungsgrad. Es bildete sich intrazellulär ebenfalls aus 
MorphoFru (Delpierre et al., 2002). Ein exponentieller Zusammenhang zwischen dem HbA1c-
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Wert und dem Gehalt an proteingebundenem Fructosyllysin-3-phosphat konnte in Erythro-
cyten von Diabetikern beobachtet werden (Szwergold et al., 2001). Schließlich war die 
Glykierungsrate an Proteinen von Mäusen, deren FN3K-Expression unterdrückt wurde, um 
ein mehrfaches höher als in Wildtypmäusen, wie in 2.5.4.8 noch näher beschrieben (Veiga-
da-Cunha et al., 2006). 
Der Zerfall von proteingebundenem Fructosyllysin-3-phosphat in Erythrocyten ist wahr-
scheinlich nicht enzymkatalysiert, da die Halbwertszeit sowohl in intakten Erythrocyten als 
auch in vitro mit gereinigter FN3K gleich lang ist (Delpierre, 2002). Die Halbwertszeit der 
Zerfallsreaktion hängt vom Milieu ab und wird für Fructosamin-3-phosphate zwischen 5 und 
24 h angegeben (Szwergold et al., 2001; Delpierre, 2002; Collard et al., 2004). Mögliche 
nachgeordnete Enzymreaktionen und Produkte wie Glucoson-3-phosphat, Glucoson und 
Glucose-3-phosphat wurden nicht beobachtet, weder in Erythrocyten noch in Nieren 
(Delpierre, 2002; van Schaftingen et al., 2007).  
Die Reaktionsgeschwindigkeit von FN3K ist verglichen mit anderen Kinasen gering. Wech-
selzahlen von 0,24/min für MorphoFru und 1,2/min für LysFru wurden berichtet – die Fructo-
kinase der Leber erreicht 480/min (Delpierre, 2002). Das spricht für die Funktion von FN3K 
als Reparaturenzym, weniger als Enzym eines Hauptstoffwechselweges (van Schaftingen et 
al., 2007). Dennoch ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Deglykierung vermut-
lich der nicht-enzymatische Zerfall des 3-Phospho-ARP. So wurde die Kapazität der FN3K in 
Erythrocyten zur Deglykierung von Hb auch mit niedriger Aktivität und unter diabetischen 
Glucosekonzentrationen zu mehr als ausreichend berechnet (Delplanque et al., 2004).  
Die Deglykierung von ARP der Glucose an intrazellulären Proteinen durch FN3K unter 
Regenerierung des Lysins ist mit den hier beschriebenen Studien etabliert. Dabei entsteht mit 
3-DG jedoch ein weitaus reaktiveres Glykierungsagens als Glucose. Um die Bildung von 
AGEs aus 3-DG zu verhindern, die gleichfalls Lysin oder Arginin blockieren und die nach 
bisherigem Wissen enzymatisch nicht abbaubar sind, muss 3-DG schnell entgiftet werden. 
Das geschieht offensichtlich durch die in Abschnitt 2.4.3.2 vorgestellten Enzyme, weshalb 
diese mit FN3K und möglicherweise FN3K-RP ein zweistufiges Proteindeglykierungssystem 
bilden (Delpierre et al., 2002).  
2.5.4.4 Substratspezifität 
FN3K ist kein Enzym eines Stoffwechselweges im Zuckermetabolismus; Fructose wird zwar 
phosphoryliert, jedoch mit einer über 1000-fach geringeren Affinität als LysFru (Tabelle 2-5), 
so dass die Phosphorylierung von Fructose als Nebenreaktion betrachtet werden muss. Andere 
Zucker wie Glucose, Tagatose, Sorbose, Arabinose und Mannose hemmen selbst die Fructo-
sephosphorylierung in Erythrocyten nicht (Delpierre et al., 2000b). Sie werden demnach 
entweder von FN3K nicht als Substrat erkannt oder nicht von Erythrocyten aufgenommen.  
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Demgegenüber steht eine Reihe von ARP der Glucose mit unterschiedlichen Aminen, die 
Substrate für FN3K sind, wie aus den KM-Werten in mikromolaren Bereich ersichtlich 
(Tabelle 2-5). Die Art des Amins scheint eine untergeordnete Rolle für die Substrataffinität zu 
spielen. Auffällig ist, dass mehrere Aminogruppen im Molekül (Spermin) die Affinität 
erhöhen und dass an der α-Aminogruppe glykierte Aminosäuren schlechte Substrate sind. 
Anscheinend stört die nahestehende Carboxylat-Gruppe die Substratbindung. Die Variationen 
zwischen den Literaturangaben werden auf methodische Unterschiede zurückgeführt. 
FN3K-RP phosphoryliert ARP der Glucose nicht, sondern nur von Zuckern mit D-Konfigu-
ration der OH-Gruppe am C3, wie von Ribose und Allose. FN3K zeigt bezüglich des Zucker-
restes geringere Selektivität und phosphoryliert auch Ribulos- und Psicosamine, wie in 
Tabelle 2-6 dargestellt. Zu Ribulosaminen ist die Affinität beider Enzyme am größten.  
Tabelle 2-5: Substratspezifität humaner FN3K (Michaelis-Menten-Konstante KM) 
Substrat KM 
(µM) 





Rekombinantes Enzym, 5 mM ATP, TRIS pH 7,8 (a) 
Erythrocytenlysat, 5 mM ATP, TRIS pH 7,8 (a) 
Intakte Erythrocyten, Substrat extrazellulär (b) 
Aus Erythrocyten isoliertes Enzym (d)*  
LysFru 13 
750 
Erythrocytenlysat, 5 mM ATP, TRIS pH 7,8 (a) 
Aus Erythrocyten isoliertes Enzym (d)* 
Fructosylglycin 1 000 
6 500 
Erythrocytenlysat, 5 mM ATP, TRIS pH 7,8 (a) 
Aus Erythrocyten isoliertes Enzym (d)* 
Fructosylglycylglycin 1 500 Rekombinantes Enzym, 5 mM ATP, TRIS pH 7,8 (e) 
Fructosylvalin 800 
6 000 
Rekombinantes Enzym, 5 mM ATP, TRIS pH 7,8 (e) 
Aus Erythrocyten isoliertes Enzym (d)* 
Fructose 30 000 
50 000 
Intakte Erythrocyten, Substrat extrazellulär (c) 
Aus Erythrocyten isoliertes Enzym (d)* 
Lysozym-gebundenes LysFru 50 nicht angegeben (f), vermutlich rekombinantes 
Enzym, 10 µM ATP, 25 mM HEPES pH 7,1 wie in 
(g) angegeben 
Histon-gebundenes LysFru 10 Aus Erythrocyten isoliertes Enzym (d)* 
Fructosyl-1,3-diaminopropan 150 Aus Erythrocyten isoliertes Enzym (d)* 
Fructosylspermidin 15 Aus Erythrocyten isoliertes Enzym (d)* 
Fructosylspermin 5 Aus Erythrocyten isoliertes Enzym (d)* 
(a): (Delpierre et al., 2000a), (b): (Delpierre et al., 2000b), (c) (Petersen et al., 1992), (d) (Szwergold et al., 
2001), (e) (Delpierre et al., 2004), (f) (Delpierre, 2002), S.115, (g) (Collard, 2004) 
* Die Durchführung wurde nicht genau angegeben, vermutlich wurde 50 mM HEPES-Puffer, pH 8,0 und 5 mM 
ATP verwendet. 
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Für beide Enzyme muss ein Substrat demzufolge eine Aminogruppe am ersten C-Atom des 
Zuckers besitzen. Eine Ketogruppe am C2 ist von Vorteil, da die Affinität von FN3K zu 
Sorbitol-/Mannitollysin 20-fach niedriger ist. Die Hydroxylgruppe am C3 ist zwingend, wobei 
FN3K-RP spezifisch für ihre D-Konfiguration ist (Delplanque et al., 2004). 
Die Substratspezifität wird gleichfalls durch die Zugänglichkeit zu ARP in Proteinen be-
stimmt. In Hb werden Lys16α, Lys139α und Lys17β sehr schnell, Lys144β mäßig, aber Val1β 
und Lys61α kaum durch FN3K phosphoryliert (Delpierre et al., 2004). Dies bestätigt die 
geringe Affinität von FN3K zu Nα-ARP, erklärt die insgesamt unvollständige Deglykierung 
von Hb, sowie Diskrepanzen zwischen in-vitro- (ohne FN3K) und in-vivo- (mit FN3K) 
Glykierungsorten von Hb (Shapiro et al., 1980; Zhang et al., 2001). 
Tabelle 2-6: Vergleich der Substratspezifität zwischen FN3K und FN3K-RP 




MorphoFru 10a kein Umsatz 
LysFru 13a kein Umsatz 
MorphoRul (1-Desoxy-1-morpholinoribulose) 2,6b 3,5b 
MorphoPsi (1-Desoxy-1-morpholinopsicose) 160b 160b 
LysPsi (Psicosyllysin) 140b 270b 
a: (Delpierre et al., 2000a), b: (Collard et al., 2003) 
2.5.4.5 Phosphatasen in der enzymatischen Deglykierung 
Fructosyllysin-6-phosphat und Ribulosyllysin-5-phosphat sind keine Substrate für FN3K und 
FN3K-RP (Fortpied et al., 2006; Fortpied et al., 2007). Ribose-5-phosphat, ein Intermediat 
des zur Regeneration von NADPH ablaufenden Pentosephosphat-Weges, ist intrazellulär 
jedoch deutlich höher konzentriert als Ribose und stärker glykierend als diese (Bunn und 
Higgins, 1981). Fortpied et al. (2007) verglichen die „Glykierungskraft“ der jeweils physio-
logischen Konzentration von Ribose-5-phosphat (6 bis 45 µM, Casazza und Veech, 1986b) 
und Glucose (5 mM): Ribose-5-phosphat würde in vivo demnach etwa halb so stark glykie-
rend sein wie Glucose. Ähnliche Abstufungen in der Reaktivität verschiedener Zuckerphos-
phate zur Bildung von ARP mit Lysin ermittelten Sharma et al. (2002). Glucose-6-phosphat 
ist als Intermediat der Glycolyse ebenfalls in Konzentrationen bis zu 500 µM im Cytosol 
enthalten und als glykierendes Agens nicht zu vernachlässigen (Sandwick et al., 2005; 
Fortpied et al., 2006). Daher wurde nach Phosphatasen gesucht, die solche ARP in das 
„Deglykierungssystem“ von Ketosaminkinasen und 3-DG-abbauenden Enzymen einbinden. 
Die Magnesium-abhängige Phosphatase 1 (MDP-1) der Skelettmuskulatur, deren physiologi-
sches Substrat bis dahin unbekannt war, hydrolysiert den Phosphatester von freiem und 
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proteingebundenem Fructosyllysin-6-phosphat sehr effektiv, nicht jedoch den von Fructosyl-
lysin-3-phosphat. Auch freie oder proteingebundene Nα-ARP von Glucose-6-phosphat können 
dephosphoryliert werden (Fortpied et al., 2006). Damit erfüllt MDP-1 die Funktion im ersten 
Schritt des nunmehr dreistufigen Deglykierungssystems. 
Die „leichte“ Proteintyrosinphosphatase A (LMWPTP-A), die vor allem in Erythrocyten und 
auch in anderen Geweben vorkommt, zeigt gegenüber proteingebundenen Ribulose-5-
phosphatresten noch stärkere hydrolytische Aktivität als gegenüber ihrem bisher bekannten 
physiologischen Substrat Tyrosinphosphat (Fortpied et al., 2007). So kann sie aus Ribulosyl-
lysin-5-phosphat ein Substrat für FN3K-RP erzeugen. 
2.5.4.6 Gewebeverteilung 
FN3K und FN3K-RP kommen nicht nur in Erythrocyten, der Augenlinse und der Niere vor, 
sondern in praktisch allen Geweben. Die höchste Aktivität an FN3K und FN3K-RP in Maus 
und Ratten wurden im Gehirn, der Niere, dem Herzen und den Erythrocyten bestimmt. In 
Erythrocyten des Schweins allerdings war fast keine FN3K-Aktivität messbar. Dies wurde mit 
der dort geringen intrazellulären Glucosekonzentration erklärt, denn die FN3K-RP-Aktivität 
war vergleichbar mit der von Mäusen und Ratten (Delplanque et al., 2004). Bei Untersuchun-
gen der jeweiligen mRNA in menschlichen Geweben wurde die gleiche relative Verteilung 
gefunden, wobei der mRNA-Spiegel an FN3K generell höher als der von FN3K-RP war 
(Conner et al., 2004).  
2.5.4.7 Regulierung der FN3K-Aktivität 
Insulinmangel oder Hyperglykämie beeinflussen die FN3K-Aktivität nicht, weder bei mit 
Streptozotocin induziertem Diabetes in Ratten (Delplanque et al., 2004), noch bei Typ-1-
Diabetikern (Delpierre et al., 2006). Auch ein Insulinüberschuss, bekannte Transkriptionsfak-
toren oder Cytokine, die in zellulären Stresssituationen aktiviert werden, wie NFκB und 
Interleukin 1β, nehmen keinen Einfluss auf die FN3K- und FN3K-RP-Expression in Fibro-
blasten (Conner et al., 2004). Die Sequenz der Promotoren beider Gene ist typisch für house-
keeping-Gene, deren konstitutive Expression weniger durch einzelne Transkriptionsfaktoren 
als durch die Chromatinstruktur bestimmt wird. Da die Gene beider Enzyme benachbart sind, 
wird erwartet, dass FN3K und FN3K-RP parallel reguliert werden (Conner et al., 2004). 
Die Aktivität von FN3K in Erythrocyten ist über mehrere Monate hinweg konstant (Delpierre 
et al., 2006). Sie unterscheidet sich von Mensch zu Mensch jedoch bis um den Faktor 4 
(Delpierre et al., 2006; Krause et al., 2006). Die Aktivitätsunterschiede sind mit einem 
Single-Nucleotid-Polymorphismus (SNP) in der Promotorregion und mit einem stillen SNP in 
der codierenden Sequenz assoziiert. Weder ändert der zweite SNP die Proteinsequenz, noch 
kann der Region des Promotor-SNP eine Bindungsstelle für bekannte Transkriptionsfaktoren 
zugeordnet werden, so dass die resultierenden Aktivitätsunterschiede bisher nicht konkret 
erklärt sind. Eine Verbindung zwischen diesen genetischen Varianten mit Varianten in 
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anderen, auf dem Chromosom nahegelegenen regulatorischen Genabschnitten wird vermutet 
(Delpierre et al., 2006).  
In einer größeren Kohorte an Gesunden und Typ-2-Diabetikern in Ungarn wurde einer der 
beschriebenen SNP in der codierenden Sequenz, Guanosin 900 gegen Cytosin, bei 6 und 5 % 
der untersuchten Probanden homozygot und bei 51 und 54 % heterozygot diagnostiziert 
(Mohás et al., 2009). Nach Delpierre et al. (2006) sollten diese Probanden eine ca. 50 % 
höhere FN3K-Aktivität besitzen als homozygote Probanden ohne Nucleotidaustausch.  
2.5.4.8 Physiologische Bedeutung von FN3K und FN3K-RP 
Die in Abschnitt 2.4.2 beschriebene Verteilung des ARP LysFru im Körper deutet bereits auf 
einen intrazellulären Abbau durch FN3K hin. Auch die intrazellulär höhere Konzentration an 
3-DG und dessen Metaboliten oder AGEs sprechen für die Bedeutung dieses Deglykierungs-
weges in vivo. Ob er Konsequenzen für die Funktionstüchtigkeit der Zellen hat, soll hier 
erörtert werden. 
Der Gehalt an Fructosyllysin von Hb korrelierte weder bei Gesunden noch bei Typ-1-
Diabetikern mit der FN3K-Aktivität, die in beiden Gruppen ähnlich verteilt war. Lediglich die 
Glykierung des mäßig für FN3K zugänglichen Restes Lys144β war bei den untersuchten, 
gesunden Probanden mit niedriger Aktivität doppelt so hoch wie bei denen mit hoher Aktivi-
tät (Delpierre et al., 2006). Der mit der höheren FN3K-Aktivität assoziierte Nucleoti-
daustausch im FN3K-Gen war bei Typ-2-Diabetikern mit einem niedrigeren HbA1c-Wert 
sowie einer späteren Entdeckung des Diabetes verbunden. Da HbA1c ein schlechtes Substrat 
für FN3K sein soll, ist dieser Zusammenhang unerwartet. Mikrovaskuläre diabetische 
Komplikationen entstanden unabhängig von der FN3K-Variante (Mohás et al., 2009).  
Wird das Gen der FN3K durch gentechnische Manipulation stillgelegt, sollte der Einfluss der 
FN3K auf die Glykierung deutlicher sichtbar sein. Fibroblasten reagieren darauf mit verrin-
gertem Wachstum (Conner et al., 2005). Mäuse mit unterbrochenem FN3K-Gen, ohne FN3K-
Expression, weisen 2,5-fach höhere Gehalte an ARP in Hb und 1,5-fach höhere in extrazellu-
lären, sowie Leber-, Nieren- und Hirnproteinen auf. Cytosolische Proteine der Glycolyse wie 
Triosephosphatisomerase und Phosphoglucoisomerase sind stärker glykiert, wenn FN3K 
fehlt. Dies führt jedoch weder zu einer kürzeren Lebensdauer der Tiere oder schlechterem 
Wachstum, noch zu histologisch feststellbaren Veränderungen (Veiga-da-Cunha et al., 2006). 
Außerdem wird alimentäres LysFru kaum durch FN3K deglykiert, weil die renal ausgeschie-
denen Mengen an freiem LysFru nicht signifikant durch Abwesenheit von FN3K ansteigen 
(Veiga-da-Cunha et al., 2006). 
In einer Folgestudie wurden die pankreatischen Inselzellen der FN3K(-/-)-Mäuse und der 
Wildtypmäuse kultiviert (Pascal et al., 2009). Die Expression von FN3K-RP war durch die 
Genmanipulation nicht verändert. Ebenso wenig beeinträchtigt der Mangel an FN3K die Zell-
funktionen bei einer für β-Zellen normalen Glucosekonzentration von 10 mM innerhalb der 
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dreiwöchigen Studie. Bei dreifach höherer Glucosekonzentration steigt auch bei Wildtyp-
zellen der LysFru-Spiegel. Die Apoptoserate ist dann im Wildtyp sogar höher als in FN3K(-/-)-
Zellen, sodass FN3K hier als Glucotoxizitätsverstärker wirkt. Um dies zu prüfen, wurde der 
Einfluss von Ribose untersucht, deren ARP durch in beiden Zelltypen vorhandenes FN3K-RP 
zu 3-Desoxypentosulose deglykiert werden. Die Ribosetoxizität ist bei FN3K(-/-)-Zellen 
wiederum größer als bei Wildtyp-Zellen. Möglicherweise sind die manipulierten Zellen 
empfindlicher gegen den durch Ribose verursachten oxidativen Stress, weil bei ihnen unab-
hängig von der Art und Menge des extrazellulären Zuckers die Metallothionein-mRNA 50 % 
vermindert ist (Pascal et al., 2009). 
Eine weitere Möglichkeit, die physiologische Bedeutung von FN3K zu bestimmen, bieten 
FN3K-Inhibitoren. Konkret wurde der Einfluss des Inhibitors 3-O-Methylsorbitollysin (DYN-
12) auf die Konzentration an 3-DG im Blutplasma von Ratten untersucht (Kappler et al., 
2001; Brown et al., 2003). Erwartungsgemäß sank der 3-DG-Spiegel durch zweimalige 
tägliche Injektion von 3-O-Methylsorbitollysin (50 mg/kg KG) innerhalb einer Woche um fast 
50 %, sowohl bei gesunden als auch bei diabetischen Ratten. Wie oben erwähnt (vgl. 2.4.3.2), 
sind erhöhte 3-DG-Spiegel im Plasma mit der schnelleren Entstehung diabetischer Folge-
erkrankungen verbunden (Kusunoki et al., 2003). Daher betrachtet die Arbeitsgruppe um 
Kappler und Brown die deglykierende Aktivität von FN3K als nachteilig und entwickelt 
weitere Inhibitoren (vgl. 2.5.4.9). 
Die Hautalterung wird ebenfalls mit der Aktivität von FN3K in Fibroblasten und Keratocyten 
Verbindung gebracht. UVB-Strahlung stimulierte die FN3K-Expression in Keratocyten, 
während der Mangel an FN3K zu schlechter Hautneubildung führte (Fedorova et al., 2008). 
Ein Ansatz verfolgt deshalb die Hemmung von FN3K in den Hautzellen mit einem kosme-
tisch applizierten FN3K-Inhibitor, um 3-DG-induzierte Faltenbildung zu vermindern 
(www.dynamis-therapeutics.com), ein anderer die Aktivierung der Deglykierung durch FN3K 
(Fedorova et al., 2008). 
2.5.4.9 Inhibitoren für FN3K 
Für die Charakterisierung der Enzymreaktion von FN3K und FN3K-RP waren und sind 
Inhibitoren dieser Enzyme nützlich. Kappler et al. (2001) brachten darüber hinaus pharma-
zeutisch wirksame FN3K-Inhibitoren in die Diskussion, um die 3-DG-Bildung in vivo zu 
mindern (vgl. 2.5.4.8). 
Die erste als Inhibitor für FN3K bezeichnete und verwendete Substanz war MorphoFru, was 
in der höheren Affinität von FN3K zu MorphoFru im Vergleich zu Fructose begründet war 
(Delpierre et al., 2000b). MorphoFru ist wie oben beschrieben ein Substrat für FN3K mit 
einem etwas niedrigeren KM-Wert als freies LysFru (1 vs. 13 µM) und wirkt deshalb in hohen 
Konzentrationen kompetitiv hemmend auf die Phosphorylierung von glykiertem Hb 
(Delpierre et al., 2002; Delpierre et al., 2004). Darüber hinaus kann es aufgrund seiner 
Lipophilie Membranen passieren und in intakten Zellen wirken (Delpierre et al., 2000b). Die 
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Inhibitorkonstante Ki ist mit 50 µM (Kappler et al., 2001) bis 100 µM (Delpierre et al., 
2000b) vergleichsweise hoch, so dass durch die Phosphorylierung der eingesetzten großen 
MorphoFru-Mengen viel ATP verbraucht wird und viel 3-DG entsteht, was bei 
entsprechenden Untersuchungen berücksichtigt werden muss.  
Für pharmazeutische Anwendungen wurde deshalb 3-O-Methylsorbitollysin entwickelt, was 
durch die Blockierung der OH-Gruppe am C3 mit einer Methylgruppe nicht phosphoryliert 
werden kann und durch die Reduktion der Ketogruppe am C2 nicht reaktiv ist (Kappler et al., 
2001; Tsai et al., 2006). Dadurch ist allerdings auch die Affinität der FN3K zu diesem 
Inhibitor sehr gering, der IC50-Wert gegen 0,5 mM LysFru als Substrat beträgt ca. 6 mM. 
Zudem ist er sehr hydrophil, wird also schnell über die Niere eliminiert (Tsai et al., 2006) und 
vermutlich nur langsam von Zellen aufgenommen. 
Auf der Basis von Sorbitolaminen werden weitere Inhibitoren entwickelt (Brown und 
Kappler, 2007; www.dynamis-therapeutics.com). Der Ersatz der 3-O-Methylgruppe durch ein 
Wasserstoffatom, Fluoratom oder eine Cyanogruppe ist erwähnt, die Charakterisierung dieser 
Substanzen als Inhibitor jedoch nicht veröffentlicht (Brown und Kappler, 2007). Der Ersatz 
des Lysins durch ein aliphatisches Amin und die Elimination der OH-Gruppen an C5 und C6 
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Abbildung 2-14: Strukturen von bekannten FN3K-Inhibitoren.  
Mit Inhibitordaten neben 0,5 mM LysFru (Tsai et al., 2006); MorphoFru (Delpierre et al., 2000a). 
Für FN3K-RP sind bisher abgesehen von MorphoRul und MorphoPsi (Collard et al., 2003) 
keine Inhibitoren beschrieben, und auch diese beiden inhibieren als Substrate nicht selektiv, 
sondern FN3K und FN3K-RP gemeinsam. 
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In dieser Arbeit soll deshalb die Substratspezifität von FN3K und FN3K-RP an einem 
größeren Spektrum von ARP und strukturell ähnlichen Substanzen betrachtet werden, als 
bisher erfolgt. So gewonnene Erkenntnisse können zum Verständnis der physiologischen 
Funktion dieser Enzyme beitragen, vor allem aber die Entwicklung von stärkeren Inhibitoren  
vorantreiben. Ein Inhibitor, der eines der beiden Enzyme stark und selektiv inhibiert, kann die 
biochemische und physiologische Charakterisierung dieser Enzyme erleichtern. 
Dazu soll der Einfluss einzelner funktioneller Gruppen sowohl der Zuckerkomponente als 
auch der Aminkomponente auf die Substraterkennung untersucht werden. Im Unterschied zu 
bisherigen Veröffentlichungen bleibt dabei das ARP als Grundgerüst erhalten und nicht 
dessen reduziertes Derivat (Tsai et al., 2006), was durch die Reduktion des Zuckerrestes seine 
cyclische Struktur verliert. Zur Bestimmung der Aktivität von FN3K-RP soll analog zur 
bestehenden HPLC-Methode für FN3K (Krause et al., 2006) eine Methode entwickelt 
werden, mit der die zahlreichen Analysen in vertretbarem Aufwand möglich sind.  
Mit dieser Methode soll weiterhin untersucht werden, ob für FN3K-RP ähnliche inter-
individuelle Aktivitätsunterschiede bestehen wie für FN3K beschrieben (Delpierre et al., 
2006; Krause et al., 2006). Dafür soll in einer Gruppe von etwa 100 Probanden die FN3K- 
und FN3K-RP-Aktivität in Erythrocyten ermittelt werden.  
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3 Materialien und Methoden 
3.1 Chemikalien, Materialien und Geräte 
3.1.1 Chemikalien 
Tabelle 3-1: Verwendete Chemikalien 
Name Spezifikation, Katalognr. Hersteller 
3-O-Methylglucose M58693204 Molekula, Dorset, GB 
Acarbose A8980 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Aceton p.a. Fisher Scientific 
Acetonitril HPLC-grade VWR, Darmstadt 
Agarose Typ I-A, A0169 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Aktivkohle  Merck, Darmstadt 
Alanin (L-) reinst Merck, Darmstadt 
Allose (D-) M88351370 Molekula, Dorset, GB 
Ameisensäure 98-100 %, p.a., 33015 Riedel-de-Haën, Seelze 
Amino-Antipyrin, 4- 98 %, 06800 Fluka, Taufkirchen 
Ammoniak 25 %, p.a. Merck 
Ammoniumacetat > 98 % Sigma-Aldrich, Steinheim 
Anthranilsäure (2-
Aminobenzoesäure) 8.20112 Merck, Darmstadt 
Antipain-Dihydrochlorid A6191-1MG Sigma-Aldrich, Steinheim 
ATP (Adenosin-5'-triphosphat) >98 % der Trockenmasse, mit 10 % Wasser lt. Spezifikation, 2055 Fluka, Taufkirchen 
bidest. Wasser  Hausanlage 
Borsäure p.a. VEB Laborchemie Apolda 
Bromphenolblau  Serva 
Butanon (Ethylmethylketon) 99 %+ extra pure Acros, Geel, Belgien 
Calciumchlorid-Dihydrat p.a. Grüssing, Filsum 
Carboxypeptidase B Schweinepankreas Novabiochem (Merck, Nottingham, GB) 
Cellulose, mikrokristallin  Roth, Karlsruhe 
Citronensäure-Monohydrat p.a. Riedel-de-Haën, Seelze 
Cyclohexylamin  Acros, Geel, Belgien 
Desoxygalactonojirimycin D9641 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Deuteriumoxid 99,9 % isotopenrein, 151882 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Diethylether p.a. Biesterfeld, Hamburg 
Dimethylformamid (N,N) wasserfrei, p.a., 40228 Fluka, Taufkirchen 
Dimethylsulfoxid (N,N) wasserfrei, > 99,5 % Merck, Darmstadt 
Dimethylsulfoxid, deuter. (d6) 99, 9 % D, 151874 Sigma-Aldrich, Steinheim 
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Name Spezifikation, Katalognr. Hersteller 
Dithiothreitol, 1,4- DL, 99 %, 04010 Biomol, Hamburg 
DNA-ladder 100-1500 bp, G2101 Promega, Madison, WI, USA 
DNA-Polymerase, Taq 5 U/µl Promega, Madison, WI, USA 
EDTA-Dinatriumsalz Chelaplex ® III, p.a., Dihydrat HB Labor- & Feinchemikalien 
Essigsäure 100 %, p.a. NormaPur AnalaR, 20104.298 VWR, Darmstadt 
Ethanol 96-%ig, vergällt mit Petroleumbenzin Berkel AHK, Berlin 
Ethanol, absolut unvergällt, wasserfrei (für HPLC) VWR, Darmstadt 
Ethanol, wasserfrei vergällt Berkel AHK, Berlin 
Ethidiumbromid  Boehringer, Mannheim 
Ethylacetat p.a. VWR, Darmstadt 
Fructose 99 % Veelmann, Seevetal 
Galactose, D- research grade, 22020 Serva, Heidelberg 
Galactosidase, β- Aspergillus oryzae, 15,1 U/mg, 96049 Fluka, Taufkirchen 
Glucoamylase (Amyloglucosi-
dase) 
Aspergillus niger, Biochemika, 59,9 
U/mg, 10115 Fluka, Taufkirchen 
Glucose (D-) wasserfrei, p.a., 8337 Merck, Darmstadt 
Glucoseoxidase Aspergillus niger, 118 U/mg, Nr. 49181 Fluka, Taufkirchen 
Glucosidase, α- Saccharomyces cerevisiae, rekombinant, 178 U/mg, G0660 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Glycerol p.a. Sigma-Aldrich, Steinheim 
Hemin Chlorohemin, 98 % (HPLC), 51280 Fluka, Taufkirchen 
HEPES >99,5 %, H-3375 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Hippursäure p.a., H6375-100G Sigma-Aldrich, Steinheim 
Hippuryl-L-Arginin (Nα-) G2265 Bachem, Weil am Rhein 
Hippuryl-L-Lysin (Nα-) G2275 Bachem, Weil am Rhein 
Hydroxy-Benzoesäure, 4- 99 % Sigma-Aldrich, Steinheim 
Kaliumchlorid p.a. Grüssing, Filsum 
Kaliumdihydrogenphosphat p.a. VEB Laborchemie Apolda 
Kaliumhydrogenphosphat, Di- p.a. Grüssing, Filsum 
Kaliumiodid 99,5%, Nr. 12044 Grüssing, Filsum 
Kaliumpermanganat p.a. Grüssing, Filsum 
Lactose wasserfrei, p.a. Fluka, Taufkirchen 
Lactose-Monohydrat > 99% (HPLC) Fluka, Taufkirchen 
Lactulose 95 %, A0887.0010 Applichem, Darmstadt 
Leupeptin-Hemisulfat bakteriell, 94 % (HPLC), L2884-1mg Sigma-Aldrich, Steinheim 
L-Lysin, Nα-BOC- A1920 Bachem, Weil am Rhein 
Lysin (L-)-Hydrochlorid 99,5 %, E2085 Bachem, Weil am Rhein 
Magnesiumchlorid-Hexahydrat cell culture tested, M2393-100g Sigma-Aldrich, Steinheim 
Magnesiumsulfat-Heptahydrat p.a. Riedel-de-Haën, Seelze 
Malonsäure p.a. Applichem, Darmstadt 
Maltose-Monohydrat p.a. Merck, Darmstadt 
Maltotriose min. 95 %, M8378 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Maltulose-Monohydrat > 98% HPLC, 50796 Sigma-Aldrich, Steinheim 
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Name Spezifikation, Katalognr. Hersteller 
MES (2-[N-Morpholino]-
ethansulfonsäure) Hydrat, 99,5 % Sigma-Aldrich, Steinheim 
Methanol HPLC-grade, 20864.320 VWR, Darmstadt 
Methanol, deuteriert (d4) 99,8 % D, 548537 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Methylpiperazin, 4- 99 %, 127510050 Acros, Geel, Belgien 
Mineralöl  Eurobio Laboratory, (F) 
MOPS (3-[N-Morpholino]-
propansulfonsäure) 99,5 % Sigma-Aldrich, Steinheim 
Morpholin 8061270100 Merck, Darmstadt 
Natriumacetat p.a. Merck, Darmstadt 
Natriumcarbonat wasserfrei, p.a. VEB Laborchemie Apolda 
Natriumchlorid p.a. 99,5 %, 1.06404.1000 Merck, Darmstadt 
Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat, Di- p.a. VEB isocommerz, DDR 
Natriumhydroxid Plätzchen, p.a. Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumhydroxidlösung, 
carbonatfrei 1 M aus Ampulle Dilut-It®  Baker, VWR, Darmstadt 
N-Ethyl-Morpholin 04499 Fluka, Taufkirchen 
Ninhydrin  Serva, Heidelberg 
Nitrophenol, p- 99,50 % Merck, Darmstadt 
Nitrophenyl-α-D-
glucopyranosid, p- 99 % Sigma-Aldrich, Steinheim 
Nitrophenyl-β-D-
galactopyranosid, p- 98 % (enzymatisch) Sigma-Aldrich, Steinheim 
Peroxidase Meerrettich , VI-A, 1500 U/mg, P6782 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Phenylisothiocyanat (PITC) 8.07028.0250 Merck, Darmstadt 
Pipecolin, γ- (4-
Methylpiperidin)  Applichem, Darmstadt 
Piperazin wasserfrei, z.S. Merck, Darmstadt 
Piperidin extra pure, 99 %, 14718500 Acros, Geel, Belgien 
Piperidin für PipdinRul-Synthese Applichem, Darmstadt 
Prolin, L- 99 %, 81710 Fluka, Taufkirchen 
Pyridin p.a. VEB Kombinat Schwedt 
Pyrrolidin p.a. Ferak, Berlin, DDR 
Reinstwasser Mischbettwasservollentsalzer und 1µm Filter, Leitfähigkeit < 0,06 µS Purelab Systems  
Ribose, D- > 98 %, W37,930 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Salzsäure p.a., 37 % Merck, Darmstadt 
Schwefelsäure, konz., 96%ig p.a., 95 bis 97 % Merck, Darmstadt 
Thiazolidin 97 %, H26427 Alfa Aesar, Karlsruhe 
Thiomorpholin M67046947 Molekula, Dorset, GB 
Toluidin, p- stabilisiert, 16228 Riedel-de-Haën, Seelze 
Trichloressigsäure p.a. VWR, Darmstadt 
Triethylamin > 99 % Acros, Geel, Belgien 
Triphenyl-2H-tetrazolium-
chlorid (2,3,5-), TTC  
Feinchemie K.-H. Kallies KG, 
Sebnitz 
Tris(hydroxymethyl)amino- p.a. Riedel-de-Haën, Seelze 
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Name Spezifikation, Katalognr. Hersteller 
methan (TRIS) 
TRIS-HCl 99 %, 37192 Serva, Heidelberg 
Triton X-100 X100-500ml Sigma-Aldrich, Steinheim 
 
3.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 3-2: Verwendete Verbrauchsmaterialien 
Name Spezifikation, Katalognr. Hersteller 
Blutentnahmeröhrchen EDTA Monovette
®, 2,7 ml mit 0,3 ml 
EDTA, 0,106 M Sarstedt, Nürnbrecht 
Blutentnahmeröhrchen Lithium-
Heparin 
Monovette®, 9 ml mit 16 I.E. 
Heparin/ml Blut Sarstedt, Nürnbrecht 
Cellulose, mikrokristallin 1.023.310.500 Merck GaA, Darmstadt 
DC-Platten Alufolie, Kieselgel 60 G, 0,25 mm Merck KGaA, Darmstadt 
Enzymkit D-Glucose Enzytec® 1210 r-Biopharm, Darmstadt 
Enzymkit D-Glucose/Fructose Enzytec® 1245 r-Biopharm, Darmstadt 
Enzymkit Lactose/D-Galactose Enzytec® 1213 r-Biopharm, Darmstadt 
Eppendorf Tubes 1,5 ml (safe lock), 2,0 ml und 0,5 ml Eppendorf AG, Hamburg 
Filterspitzen Pipettenspitzen 5-200 µl oder 100-1000 µl mit Filtereinsatz VWR, Darmstadt 
HPLC-Vial 1,5 ml Schraubfläschchen, Braunglas VWR, Darmstadt 
HPLC-Vial Insert 200 µl, Glas VWR, Darmstadt 
Kationenaustauscherharz, stark, fein Dowex 50 W-X8, 100-200 mesh Acros Organics, Geel, Belgien 
Kationenaustauscherharz, stark, grob Lewatit S100, 20-50 mesh Bayer, Leverkusen 
Kationenaustauscherharz, stark, grob Dowex 50 W-X8, 20-50 mesh Acros Organics, Geel, Belgien 
Kationenaustauscherharz, stark, sehr 
fein Dowex 50 W-X8, 200-400 mesh Acros Organics, Geel, Belgien 
Kieselgel, fein Körnung 0,04-0,063 mm, 60 A Merck KGaA, Darmstadt 
Kieselgel, grob Körnung 0,06-0,20 mm, 60 A Merck KGaA, Darmstadt 
Küvetten, Photometer 1 cm Schichtdicke, PMMA, 4,5 ml und 2,5 ml Brand GmbH, Wertheim 
Membranfilter für Eluenten 0,45 µm Poren, ø 47 mm, hydrophili-siertes Polypropylen Pall, Crailsheim 
Mikrotiterplatte 96 wells, Flachboden, Polystyrol, 0,35 cm2 Grundfläche Brand GmbH, Wertheim 
NMR-Röhrchen 506-P-7, 178 mm Länge Norell, Landisville, USA 
Pasteurpipetten Glas, 225 mm VWR, Darmstadt 
Rührspatel  r-Biopharm, Darmstadt 
Septen für HPLC-Vials PTFE-beschichtet, 8 mm Carl Roth GmbH 
Spritzen PP mit Kautschukdichtung, 1 ml, 2 ml, 10 ml, 20 ml, 60 ml Braun, Melsungen 
Spritzenvorsatzfilter 0,45 µm Poren, ø 13 mm, hydrophili-siertes Polypropylen Pall, Craislheim 
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3.1.3 Geräte 
Tabelle 3-3: Verwendete Geräte 
Name Spezifikation Hersteller 




Aminosäureanalysen-Säule Kationenaustauscher, Harz 5 µm 125×4,6 mm Karin Grüning, Oldenburg 
Analysenwaage BP 121 S, Genauigkeit 0,0001 g Sartorius, Göttingen 
Chromatographiesäule Econo® Column, verschiedene Größen BioRad Lab., München 
Dispenser 1-5 ml Eppendorf AG, Hamburg 
Doppeltrog-Kammer 20 × 20 cm Camag, Berlin 
Elektrophorese-
Stromversorgung 
E835 CONSORT, Belgien 
Elementaranalysator EA 3000 Euro Vektor CHNSO Hekatech GmbH, Wegberg 
ESI-MS Mariner Elektrosprayionisation und Flugzeit-
massenspektrometer 
PerSeptive Biosystems (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, 
USA) 
Evaporator Turbo Vap LV Zymark, Ctr., Hopkinton, MA, 
USA 
Feinwaage BP 3100 S (Genauigkeit 0,01 g) Sartorius, Göttingen 
Fraktionssammler 1 Redifrac, 10-ml-Röhrchen, Glas Pharmacia Biotech, Freiburg 
Fraktionssammler 2 BioRad 2110, 6-ml-Röhrchen, PP BioRad Lab., München 
Fraktionssammler 3 BioRad 2128, 6-ml-Röhrchen, PP BioRad Lab., München 
Gefriertrocknung Alpha 1-2 Christ GmbH, Osterode 
HPAEC-PAD IC-System: Pumpe 709, IC Sample Processor 
788, Valve 812, Bioscan 817, Interface 762 
Metrohm GmbH, Filderstadt 
HPAEC-Säule Metrosep® Carb1, 250 × 4,6 mm, PS-DVB Metrohm GmbH, Filderstadt 
HPLC analytisch Wellchrom Niederdruckgradientensystem mit 
Degasser, Solvent Organizer K-1500, 
Pumpe K-1001 (10-ml-Titankopf), dynam. 
Mischkammer 260 µl, Autosampler Mara-
thon Basic, Umluftsäulenofen, UV-Detektor 
K-2501 mit 10-mm-Durchflusszelle, A/D-
Interface-Box 
Knauer GmbH, Berlin 
HPLC präparativ Wellchrom Hochdruckgradientensystem mit 
Degasser, Pumpen K-1001 (50-ml-Kopf), 
präp. Mischkammer, 6-Wege-
Injektionsventil mit Pumpe K-120, UV-
Detektor K-2501 mit 2-mm-
Durchflusszelle, Fraktionssammler K-16 
Knauer GmbH, Berlin 
HPLC-Säule, analytisch Alle Eurospher 100, C-18, 5 µm 
1. 250 × 4,0 mm 
2. 150 × 4,6 mm 
3. 250 × 4,6 mm 
Knauer GmbH, Berlin 
HPLC-Säule, präparativ Eurospher 100 C-18, 10 µm, 250 × 16 mm, 
mit 30 ×16 mm Vorsäule 
Knauer GmbH, Berlin 
Kolbenhubpipetten Reference, verschiedene Größen Eppendorf AG, Hamburg 
Küvetten für UV Quarz, 1 cm Schichtdicke Hellma 
Mikrotiterplattenleser Multiskan Ascent V1.2 Thermo Sci., Langenselbold 
NMR-Spektrometer DRX-500 und Avance 600 Bruker, Reinstetten 
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Name Spezifikation Hersteller 
Ölbad temperierbar mit Rührwerk, HBR4 Ika, Staufen 
PCR-
Elektrophoresekammer 
Horizontalkammer B1 für 10 × 10 cm OWI Separation Systems, 
Portsmouth, NH, USA 
PCR-Thermocycler Personal Cycler Biometra, Göttingen 
pH-Meter WTW pH 526 WTW GmbH, Weilheim 
Photometer Ultrospec 1000 Pharmacia Biotech, Freiburg 
Schwenker Polymax 1040, Speed 6 Heidolph, Schwabach 
Spektralphotometer Specord S100 Analytik-Jena, Jena 
Trockenschrank Umluft Heraeus (Thermo Sci., 
Langenselbold) 
UV-Illuminator FT 20/312 Fisherbrand, Thermo 
Vakuumpumpe (Hoch-) Vap 5, bis 0,01 mbar, Ölpumpe Vacuubrand, Wertheim 
Vakuumrotationsverdamp-
fer 
Laborota 4000, Membranpumpe Heidolph, Schwabach 
Vortex Vortex Genie 2 Scientific Industries 
Zentrifuge Eppendorf 5804R Eppendorf AG, Hamburg 
 
3.1.4 Zellkulturreagenzien, -materialien und –geräte 
Tabelle 3-4: Zellkulturreagenzien 
Name Spezifikation, Katalognr. Hersteller 
DMEM1 4,5 g/l Glucose, Glutamin, Phenolrot E15-810 PAA, Cölbe 
Ethanol 96 %, vergällt Berkel AHK, Berlin 
FKS Fötales Kälberserum, S115 Biochrom, Berlin 
FKS GOLD Fötales Kälberserum, A15-151 PAA, Cölbe 
Forskolin Min. 97 % aus Coleus forskohlii, A2165 Applichem, Darmstadt 
Händedesinfektion Sterilium Bode Chemie 
MEM2 1,0 g/l Glucose, Glutamin, Phenolrot E15-825 PAA, Cölbe 
Mycoplasma-PCR-Kit Venor® GeM mit elektrophoret. Detektion Minerva Biolabs, Berlin 
Mykoplasma-Off® Flächendesinfektion mit Glutaraldehyd Minerva Biolabs, Berlin 
Nichtessentielle Aminosäu-
ren 100 × 
M11-003, Supplement für MEM mit L-
Aminosäuren in g/l: Ala 0,89, Asn 1,32, 





10000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomy-
cin in 0,9% NaCl, P11-010 
PAA, Cölbe 
Trypanblau 0,4 % Sigma-Aldrich, Steinheim 
Trypsin 10 × 25 mg/ml in PBS-Puffer PAA, Cölbe 
Trypsin-EDTA 1 × 0,5 mg/ml Trypsin und 0,22 mg/ml EDTA in 
PBS-Puffer 
PAA, Cölbe 
1 Zusammensetzung von DMEM laut Angaben von www.paa.com, in mg/l: CaCl2 200, Fe(NO3)3·9H2O 0,1, KCl 
400, MgSO4 97,7, NaCl 6400, NaH2PO4·H2O 125, NaHCO3 3700. alle Aminosäuren in L-Form: Arg·HCl 84, 
Cys 48, Glu 584, Gly 30, His·HCl·H2O 42, Ile 105, Leu 105, Lys·HCl 146, Met 30, Phe 66, Ser 42, Thr 95, Trp 
16, Tyr 72, Val 94. D-Ca-Pantothenat 4, Cholinchlorid 4 ,Folsäure 4, Myoinositol 7,2, Nicotinamid 4, Pyrido-
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xal·HCl 4, Riboflavin 0,4, Thiamin·HCl 4. Phenolrot 15, D-Glucose 4500. 
2 Zusammensetzung von MEM laut Angaben von www.paa.com, in mg/l: CaCl2 200, KCl 400, MgSO4 97,7, 
NaCl 6800, NaH2PO4·H2O 140, NaHCO3 2200. alle Aminosäuren in L-Form: Arg·HCl 126, Cys 24, Glu 292,  
His·HCl·H2O 42, Ile 52, Leu 52, Lys·HCl 72,5, Met 15, Phe 32, Thr 48, Trp 10, Tyr 36, Val 46. D-Ca-
Pantothenat 1, Cholinchlorid 1 ,Folsäure 1, Myoinositol 2, Nicotinamid 1, Pyridoxal·HCl 1, Riboflavin 0,1, 
Thiamin·HCl 1. Phenolrot 11, D-Glucose 1000. 
Tabelle 3-5: Zellkulturmaterialien 
Name Spezifikation, Katalognr. Hersteller 
Cryo-Tubes 2 ml, 3,8 ml, 4,5 ml TPP, Trasadingen, CH 
Indikatorband Zur Heißluftsterilisation und zum Autoklavie-
ren 
VWR, Darmstadt 
Mundschutz Maske VWR, Darmstadt 
Reagenzienwannen 10 ml, steril einzeln verpackt VWR, Darmstadt 
Röhrchen 50 ml mit Standring und 15 ml, PP Sarstedt, Nürnbrecht 
Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml, einzeln steril verpackt Sarstedt, Nürnbrecht 
Spritzen 10 ml, steril einzeln verpackt VWR, Darmstadt 




Sterilfilter Spritzenvorsatzfilter 0,2 µm Poren, ø 25 mm, 
einzeln steril verpackt 
VWR, Darmstadt 
Zellkulturflaschen T-75 und T-25, mit Filterkappe, steril TPP, Trasadingen, CH 
Zellkulturplatten, 24 24-Well, 2,0 cm2 Grundfläche TPP, Trasadingen, CH 
Zellkulturplatten, 96 96-Well, Flachboden, 0,35 cm2 Grundfläche Sarstedt, Nürnbrecht 
 
Tabelle 3-6: Zellkulturgeräte 
Name Spezifikation, Katalognr. Hersteller 
Absaugsystem Vacuu Hand Control im Sterilbereich, 
Membranpumpe extern 
Vacuubrand GmbH, Wertheim 
Autoklav Varioklav 25T H+P Labortechnik, Ober-
schleißheim 
Brutschrank CB 150 CO2-Inkubator Binder GmbH, Tuttlingen 
Digitalkamera D50 Nikon, Düsseldorf 
Mehrkanalpipette 8 Kanäle, 30..300 µl und 10..100 µl Brand, Wertheim 
Mikroskop Inverses Mikroskop Eclipse, TS100 Nikon, Düsseldorf 
Mycoplasma-PCR-Kit Venor® GeM mit elektrophoret. Detektion Minerva Biolabs, Berlin 
Neubauer-Zählkammer  Marienfeld, Lauda-Königshofen 
Pipettierhilfe Pipetus akku Hirschmann Laborgeräte, 
Eberstadt 
Sicherheitswerkbank Herasafe HS12 Heraeus (Thermo, Hanau) 
Stepper Handystep mechanisch Brand, Wertheim 
Wasserbad  GFL, Burgwedel 
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3.2 Darstellung der Untersuchungssubstanzen 
3.2.1 Liste der verwendeten Präparate und ihrer Syntheseschritte 
Die Synthese, Reinigung und Charakterisierung der Präparate erfolgte durch Kombination 
verschiedener Methoden. Deshalb sind in Tabelle 3-7 zuerst die Präparate mit den Synthese- 
und Reinigungsschritten oder ihrer Herkunft aufgelistet und anschließend die Methoden 
summarisch dargestellt. Strukturformeln zu allen Präparaten sind in der Umschlagseite 
dargestellt. 
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Tabelle 3-7: Übersicht über Syntheseschritte und Reinheit der verwendeten Präparate 
Kurzname 
alphabetisch 















Fällung aus Butanon 
3.2.5.2 










 -  -  Fällung aus Wasser 
3.2.5.4 
37 % 86,8 % 
(3.3.5.15) 
















 Fällung aus Butanon 
3.2.5.2 








 Fällung aus Butanon 
3.2.5.2 













45 % 80,1 % 
(3.3.5.1) 
HipLysLacu Nα-Hippuryl-Nε-(1-desoxy- In Methanol Carboxy- RP-HPLC 3.2.4.1 Gefriertrocknung als 48 % 81,7 % 
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Kurzname 
alphabetisch 




lactulos-1-yl)-L-lysin 3.2.2.1 peptidase 
3.2.3.1  








RP-HPLC 3.2.4.1 Gefriertrocknung als 
Acetat (3.2.5.1) 









RP-HPLC 3.2.4.1 Gefriertrocknung als 
Acetat (3.2.5.1) 









RP-HPLC 3.2.4.1 Gefriertrocknung als 
Acetat (3.2.5.1) 










Fällung aus Butanon 
3.2.5.2 










Fällung aus Butanon 
3.2.5.2, Gefriertrockung 















8 % 75,9 % 
(3.3.5.13) 



























Fällung aus Butanon 
3.2.5.2, Gefriertrocknung 
10 % 83,3 % 
(3.3.5.12) 
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Kurzname 
alphabetisch 












Fällung aus Butanon 
3.2.5.2 










Fällung aus Butanon 
3.2.5.2 










Fällung aus Butanon 
3.2.5.2 










Fällung aus Butanon 
3.2.5.2 




Von Michael Hellwig (Hellwig und Henle, 2010)  77 % 
LysTag Nε-(1-Desoxy-D-tagatos-1-
yl)-L-lysin 








 Fällung aus Aceton 
(3.2.5.4) 






 -   -  Kristallisation aus 
Reaktionsansatz 3.2.5.3 




















Fällung aus Methanol als 
Hydrochlorid (3.2.5.4)  






- - Fällung aus Methanol 
(3.2.5.4) 












26 % 82,1 % 
(3.3.5.22) 
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Kurzname 
alphabetisch 








  Kristallisation aus 
Reaktionsansatz 3.2.5.3 






















Fällung aus Ethanol  als 
Hydrochlorid (3.2.5.4)  
und Gefriertrocknung 
(3.2.5.1) 










Fällung aus Methanol als 
Hydrochlorid (3.2.5.4) 










Fällung in Butanon 
3.2.5.2 und 2-fache 
Gefriertrockung 








Gefriertrocknung 3.2.5.1 15 % 73 % 
(3.3.5.18) 





















Fällung aus Methanol 
(3.2.5.4) 






















Fällung aus Methanol 
(3.2.5.4)  












14 % 77,3 % 
(3.3.5.33) 
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Kurzname 
alphabetisch 











- Fällung aus Ethanol 
(3.2.5.4)  
30 % (104 %)4 
(3.3.5.16) 
1: Synthetisiert, gereinigt und charakterisiert im Arbeitskreis durch Michael Hellwig. 
2: Synthetisiert, gereinigt und charakterisiert im Arbeitskreis durch Christine Roth (Roth, 2007) unter Anleitung von René Krause.  
3: Stickstoffgehalt in Elementaranalyse deutlich höher als theoretisch berechnet, wahrscheinlich Ammoniak aus Reinigung enthalten. Für weitere Berechnungen 70 % Gehalt wie in 
vergleichbaren Präparaten angenommen.  
4: Stickstoffgehalt in Elementaranalyse durch Verunreinigungen geringfügig höher als theoretisch berechneter Wert. Für weitere Berechnungen 100 % angenommen. 
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3.2.2 Synthese-Methoden 
3.2.2.1 Umsetzungen in Methanol 
Die Synthesen der in Tabelle 3-8 aufgeführten ARP erfolgten in Anlehnung an Finot und 
Mauron (1969) durch Erhitzen einer methanolischen Lösung von Nα-Boc-Lysin (Boc: tert.-
Butyl-oxycarbonyl), Nα-Hippuryllysin (HipLys) oder einem anderen Amin und dem entspre-
chenden, möglichst wasserfreien Zucker unter Rühren und Rückfluss. Die Ausbeute bezogen 
auf das Amin ist mit einem hohen molaren Überschuss an Zucker am größten. Ein Überschuss 
des Amins erhöht die Ausbeute bezogen auf den eingesetzten Zucker nur geringfügig. Die 
Konzentration beider Edukte sollte möglichst groß sein (Scherber, 2008). Als Lösungsver-
mittler wurde bei den Ansätzen mit Di- und Trisacchariden Dimethylformamid (DMF) 
zugegeben (Finot und Mauron, 1969; Krause, 2004). Für die Synthese von HRP wurde der 
Zuckerüberschuss noch erhöht und DMSO als Lösungsmittel verwendet (Krause et al., 2008). 
Bei den sonst langsam reagierenden sekundären Aminen und Anthranilsäure wurde Essigsäu-
re als Katalysator zugegeben (Hodge und Fisher, 1963).  
Tabelle 3-8: Synthese-Ansätze in Methanol (Finot und Mauron, 1969; Krause, 2004) 
Kurzname 
alphabetisch 
Zucker Amin Lösungsmittel Erhitzungs-
parameter 
AlaFru D-Glucose 
30 mmol (5,40 g)  
L-Alanin 
5 mmol (0,44 g)  
Methanol 200 ml 80 °C, 4 h  
500-ml-Kolben 
AnthraGlc D-Glucose 
30 mmol (5,40 g)  
Anthranilsäure 
5 mmol (0,68 g)  
Methanol 105 ml 
+ Essigsäure 5 ml 
80 °C, 9 h  
250-ml-Kolben 
CyclamFru D-Glucose 
15 mmol (2,70 g)  
Cyclohexylamin  
2,52 mmol (288 µl) 
Methanol 100 ml 
+ Essigsäure 5 ml 
80 °C, 4 h  
250-ml-Kolben 
CyclamRul D-Ribose 
15 mmol (2,25 g)  
Cyclohexylamin  
2,52 mmol (288 µl) 
Methanol 100 ml 
+ Essigsäure 5 ml 
50 °C, 4 h  
250-ml-Kolben 
HipLysFru D-Glucose 
24 mmol (4,32 g)  
Nα-Hippuryl-L-lysin 
4 mmol (1,24 g) 
Methanol  
168 ml 
80 °C, 4 h  
500-ml-Kolben 
HipLysLacu Lactose  
12,6 mmol (4,32 g) 
Nα-Hippuryl-L-lysin 
4 mmol (1,24 g) 
Methanol 168 ml 
+ DMF 40 ml 





1,79 mmol (0,902 g) 
Nα-Hippuryl-L-lysin 
1,26 mmol (0,387 g) 
Methanol 13 ml 
+ DMF 5,6 ml 
Rückfluss, 3 h  
50-ml-Kolben 
HipLysMalu Maltose·H2O 
8 mmol (2,88 g) 
Nα-Hippuryl-L-lysin  
4 mmol (1,24 g) 
Methanol 42 ml 
+ DMF 18 ml 
Rückfluss, 3 h  
250-ml-Kolben 
HipLysPsi D-Allose 
1,22 mmol (0,22 g)  
Nα-Hippuryl-L-lysin 
1,22 mmol (0,37 g) 
Methanol  
19 ml 




5,2 mmol (1,01 g)  
Nα-Boc-L-lysin 
1,3 mmol (0,318 g) 
Methanol 105 ml 80 °C, 4 h  
250-ml-Kolben 
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Kurzname 
alphabetisch 
Zucker Amin Lösungsmittel Erhitzungs-
parameter 
LysFru D-Glucose 
30 mmol (5,40 g)  
Nα-Boc-L-lysin 
5 mmol (1,24 g) 
Methanol  
200 ml 





25 mmol (4,50 g) 
Nα-Boc-L-lysin 
2,5 mmol (0,62 g) 
DMSO 37 ml 75 °C, 4 h, 
100-ml-Kolben 
LysLac Lactulose 12,5 
mmol (4,28 g) 
Nα-Boc-L-lysin 
2,5 mmol (0,616 g) 
DMSO 45 ml 75 °C, 4 h, 
100-ml-Kolben 
LysLacu Lactose 
18 mmol (6,16 g)  
Nα-Boc-L-lysin 
3 mmol (0,738 g) 
Methanol 70 ml 
+ DMF 30 ml 
90 °C, 3 h 
500-ml-Kolben 
LysMaltriu Maltotriose  
4 mmol (2,01 g) 
Nα-Boc-L-lysin 
3 mmol (0,738 g) 
Methanol 70 ml 
+ DMF 30 ml 
90 °C, 3 h 
500-ml-Kolben 
LysMalu Maltose·H2O 
18 mmol (6,49 g) 
Nα-Boc-L-lysin 
3 mmol (0,738 g) 
Methanol 70 ml 
+ DMF 30 ml 
90 °C, 3 h 
500-ml-Kolben 
LysPsi D-Allose 




Methanol  6 ml 80 °C, 4 h  
25-ml-Kolben 
ProlinFru D-Glucose 
15 mmol (2,70 g)  
L-Prolin 
5,5 mmol (0,62 g)  
Methanol 105 ml 
+ Essigsäure 5 ml 
80 °C, 9 h  
250-ml-Kolben 
 
Zur vollständigen Entfernung des Lösungsmittels nach der Erhitzung wurde am Rotationsver-
dampfer bei 35 °C nach der ersten Destillation zweimal Reinstwasser zugegeben, um insbe-
sondere DMF azeotrop bei ca. 20 mbar Enddruck zu entfernen (Hellwig und Henle, 2010). 
DMSO in der HRP-Synthese und auch restliches DMF bei den anschließend enzymatisch 
behandelten HipLys-Präparaten wurde unter Hochvakuum (Enddruck < 0,2 mbar) bei 35 °C 
entfernt.  
3.2.2.2 Umsetzungen in Essigsäure und Triethylamin 
ARP aus sekundären Aminen wurden überwiegend nach der Methode von Hodge und Fisher 
(1963) mit isomolaren Mengen an Zucker, Essigsäure als Katalysator und Triethylamin als 
Lösungsmittel synthetisiert. Der wasserfreie Zucker wurde zunächst in Triethylamin einge-
rührt, unter starkem Rühren das Amin und Essig zugegeben, dann die Mischung innerhalb 
von 20 min auf die Reaktionstemperatur erhitzt und die angegebene Zeit bei dieser Tempera-
tur gehalten (Tabelle 3-9). Nach dem Abkühlen auf Raumtemperatur wurde für 2 h weiter 
gerührt, um Kristallisationskeime zu bilden (siehe 3.2.5.3). Nicht alle Substanzen kristallisier-
ten an dieser Stelle wie gewünscht (Tabelle 3-7), so dass sich weitere Reinigungsschritte 
anschlossen, die in nachfolgenden Abschnitten beschrieben sind. 
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Tabelle 3-9: Synthesen in Triethylamin (Hodge und Fisher, 1963). 
Kurzname 
alphabetisch 
Zucker Amin Lösungsmittel Erhitzungs-
parameter 
MePiprazFru D-Glucose 
48 mmol (8,64 g)  
N-Methylpiperazin 
48 mmol (5,2 ml) 
Essigsäure 3 ml 
Triethylamin 7,5 ml  
80 °C, 1 h  
 
MorphoFru D-Glucose 
100 mmol (18,0 g)  
Morpholin 
100 mmol (8,73 ml) 
Essigsäure 5,7 ml 
Triethylamin 15 ml  
85 °C, 1 h  
 
MorphoPsi D-Allose 
1 mmol ( 0,18 g)  
Morpholin 
1 mmol (87 µl) 
Essigsäure 57 µl 
Triethylamin 150 µl  
85 °C, 1 h  
 
MorphoTag D-Galactose 
100 mmol (18,06 g)  
Morpholin 
100 mmol (8,73 ml) 
Essigsäure 5,7 ml 
Triethylamin 15 ml  
85 °C, 1 h  
 
PipdinFru D-Glucose 
100 mmol (18,0 g)  
Piperidin 
100 mmol (9,9 ml) 
Essigsäure 6 ml 
Triethylamin 15 ml  
85 °C, 1 h  
 
PyrrolFru D-Glucose 
12,7 mmol (2,29 g)  
Pyrrolidin 
12,7 mmol (1,06 ml) 
Essigsäure 0,762 ml 
Triethylamin 1,91 ml  
85 °C, 1 h  
 
ThiazoFru D-Glucose 
6,4 mmol (1,15 g)  
Thiazolidin 
6,35 mmol (500,6 µl) 
Essigsäure 381 µl 
Triethylamin 955 µl  
85 °C, 1 h  
 
ThiomoFru D-Glucose 
6,4 mmol (1,15 g)  
Thiomorpholin 
6,35 mmol (639 µl) 
Essigsäure 381 µl 
Triethylamin 955 µl  
85 °C, 1 h  
 
 
3.2.2.3 Umsetzungen unter Zusatz von Malonsäure 
Einige Ribulosederivate wurden unter Zusatz von Malonsäure mit aciden Protonen an der 
Methylengruppe als Katalysator synthetisiert (Hodge und Rist, 1953). Nach der weniger 
intensiven Braunfärbung zu urteilen entstanden dabei weniger Nebenprodukte als in Triethyl-
amin, so dass die Produkte leichter zu reinigen waren. Dafür wurde Zucker mit einem leichten 
Überschuss an Amin bei ca. 75 °C in 20 min (Stufe 1) zu einem Sirup verrührt, in dem sich 
das Glycosylamin bildet. Dann wurde die Wärmezufuhr reduziert und Malonsäure langsam 
zugegeben (Stufe 2), wobei die Mischung aufschäumte und sich verfärbte. Nach Zugabe von 
wasserfreiem Ethanol wurde noch einige Zeit erhitzt (Stufe 3, Tabelle 3-10). Die in der 
Originalmethode für Piperidinofructose angegebene Erhitzungszeit wurde bei Ribose wegen 
der höheren Reaktivität halbiert (Collard et al., 2003). 
Tabelle 3-10: Synthesen unter Katalyse mit Malonsäure (Hodge und Rist, 1953) 
Kurzname 
alphabet. 





10 mmol (1,50 g)  
Morpholin 
10 mmol (870 µl) 
 
(2) Malonsäure 360 mg 
(3) Ethanol 1,5 ml 
(4) Aceton 1,5 ml 
(1) 75 °C 20 min, 
(2) 75 °C 5 min,  
(3) 75 °C 15 min 
(4) 20 °C 2 h 
PipcolFru D-Glucose γ-Pipecolin  (1) 75 °C 20 min, 
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Kurzname 
alphabet. 




10 mmol (1,80 g)  13,4 mmol 
(1,58 ml) 
(2) Malonsäure 360 mg 
(3) Ethanol 1,5 ml 
(4) Aceton 1,5 ml 
(2) 75 °C 5 min,  
(3) 75 °C 30 min 
(4) 20 °C 2 h 
PipdinRul D-Ribose 
10 mmol (1,50 g)  
Piperidin 
10 mmol (987 µl) 
 
(2) Malonsäure 360 mg 
(3) Ethanol 1,5 ml 
(1) 75 °C 20 min, 
(2) 75 °C 5 min,  
(3) 75 °C 15 min  
PiprazFru D-Glucose 
10 mmol (1,80 g)  
Piperazin 
10 mmol (0,86g) 
(1)* Ethanol 1,5 ml 
(2) Malonsäure 360 mg 
(1) 75 °C 20 min, 
(2) 75 °C 35 min 
PiprazRul D-Ribose 
10 mmol (1,50 g)  
Piperazin 
10 mmol (0,86 g) 
(1)* Ethanol 1,5 ml 
(2) Malonsäure 360 mg 
(1) 75 °C 20 min, 
(2) 75 °C 20 min 
ThiazoRul D-Ribose 
4,43 mmol 





(2) Malonsäure 0,160 g 
(3) Ethanol 1,5 ml 
(1) 75 °C 20 min, 
(2) 75 °C 5 min,  
(3) 75 °C 15 min  
ThiomoRul D-Ribose 





(2) Malonsäure 360 mg 
(3) Ethanol 1,5 ml 
(1) 75 °C 20 min, 
(2) 75 °C 5 min,  
(3) 75 °C 15 min  
* Piperazin schmilzt bei 110 °C und konnte deshalb nicht als Lösungsmittel dienen. 
3.2.2.4 Sonstige Synthesemethoden 
Toluidinofructose 
ToluidFru wurde durch Erhitzen von 56 mmol (10 g) D-Glucose und 75 mmol (8 g) p-Tolui-
din in 3 ml 2-%iger Essigsäure bei 110 °C für 30 min (Rückfluss) synthetisiert (Honeyman, 
1963). Nach dem Abkühlen wurde der Ansatz in 10 ml Ethanol aufgenommen, wobei sich 
weiße Kristalle bildeten. Diese wurden nach einigen Tagen abfiltriert und mit kaltem Ethanol 
gewaschen.  
Prolinofructose 
Mit der Synthese von LysRul zeigte sich, dass Ribulosederivate aufgrund ihrer hohen Reakti-
vität in reinerer Form erhalten werden, wenn die Synthese trocken bei niedriger Temperatur 
über längere Zeit erfolgt (Hellwig und Henle, 2010). So wurde für ProlinRul die Synthese per 
Inkubation einer auf Cellulose aufgezogenen Zucker-Amin-Mischung durchgeführt (Reutter 
und Eichner, 1989). 4,4 mmol Prolin (0,50 g) und 8,2 mmol Ribose (1,23 g) wurden mit 6 ml 
Reinstwasser und 4 g mikrokristalliner Cellulose zu einem Brei verrührt und gefriergetrock-
net. Der Ansatz wurde über gesättigter Calciumchlorid-Lösung (aw = 0,35, Krause et al., 
2003) bei 60 °C für 8 d inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz in Reinstwasser aufge-
nommen, filtriert und eingeengt. 
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3.2.3 Methoden zur Vorreinigung der Syntheseansätze 
3.2.3.1 Enzymatische Hydrolyse von nicht umgesetztem Hippuryl-Lysin 
Zur Vorbereitung auf die RP-HPLC-Isolierung der Hippuryl-Derivate wurde nicht umgesetz-
tes Hippuryllysin enzymatisch zu Hippursäure und Lysin hydrolysiert. Die Destillationsrück-
stände von 3.2.2.1 wurden dafür in 0,2 M N-Ethylmorpholin-Acetat-Puffer (0,46 g 
N-Ethylmorpholin in Reinstwasser gelöst, mit Essigsäure pH 8,0 eingestellt und auf 20 ml 
aufgefüllt), aufgenommen (18 ml für Ansätze mit 4 mmol HipLys, 9 ml für 2 mmol oder 
weniger), der pH-Wert wurde mit N-Ethylmorpholin auf 8,0 korrigiert. Die kommerziell 
erhältliche Lösung von Carboxypeptidase B wurde zu einer Endkonzentration von 5 U/ml 
zugegeben und die Mischung für 24 h bei Raumtemperatur inkubiert (Krause et al., 2003).  
Die Aktivität der Carboxypeptidase-B-Lösung wurde nach jedem Auftauen bestimmt, indem 
die Hydrolyse von Hippuryl-L-arginin zu Hippursäure photometrisch verfolgt wurde. Dafür 
wurden in einer Quarzküvette zu 2,90 ml einer 1 mM Lösung von Hippurylarginin in 25 mM 
TRIS-HCl-Puffer mit 100 mM NaCl, pH 7,65 (0,3948 g TRIS-HCl, 0,5848 g NaCl auf 100 ml 
bidest. Wasser, pH zuvor mit 1 M NaOH eingestellt), 100 µl wässriger Enzymlösung (4 bis 8 
U/ml) oder 100 µl bidest. Wasser (Blindwert) gegeben und die Extinktion bei 254 nm für 
3 min aufgenommen. Die Differenz der Extinktionskoeffizienten von Hippursäure und 
Hippurylarginin beträgt bei diesen Konzentrationsverhältnissen 0,36 cm-1 mM-1 (Folk et al., 
1960). Die Extinktionsdifferenz zwischen Probe und Blindwert wurde über die Zeit [min] 
aufgetragen und aus dem Anstieg im linearen Bereich (ca. 1 min) die Aktivität der Enzymlö-












Nach der enzymatischen Hydrolyse des HipLys wurde die vollständige Umsetzung durch 
analytische RP-HPLC-UV (vgl. 3.5.4.2) kontrolliert, wofür die noch Carboxypeptidase-B-
haltigen Lösungen 1:100 mit dem dort verwendeten Eluenten A verdünnt wurden. Da bei 
keinem Ansatz an dieser Stelle mehr als 0,5 % HipLys detektierbar waren und sich diese 
durch erneute Carboxypeptidase-Behandlung nicht weiter hydrolysieren ließen, wurde der 
N-Ethylmorpholinpuffer aus den Syntheseansätzen am Rotationsverdampfer bei max. 40 °C 
zügig entfernt. 
3.2.3.2 Vorreinigung am Kationenaustauscher 
Zur Entfernung des überschüssigen Zuckers und zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe 
wurden die Syntheseansätze mit Kationenaustauschchromatographie vorgereinigt (Krause, 
2004). Die Destillationsrückstände aus 3.2.2 wurden in Reinstwasser aufgenommen (Aufga-
bevolumen siehe Tabelle 3-11), mit Essig- oder Salzsäure versetzt und mit dem im Folgenden 
beschriebenen System chromatographiert. Die Elution des Produktes erfolgte mit verschiede-
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nen Kationen. Ammoniak besitzt hier eine starke Elutionskraft und lässt sich leicht destillativ 
aus dem Produkt entfernen, ist jedoch für empfindliche Produkte wie Disaccharid-ARP zu 
basisch. Daher wurde er im Verlauf der Arbeit durch Pyridiniumlösungen ersetzt (Hellwig 
und Henle, 2010).  
Säule: BioRad Econo® Column, Glassäule mit Fritte, 15 × 2,5 cm,  
Aufgabe über Schlauchadapter durch Schwerkraft, Auslass über Zweiwege-
hahn; Flussregelung über Höhendifferenz und Hahnöffnung. 
Säulenbett: stark saurer Kationenaustauscher, grob, Lewatit S 100, 80 ml 
(für LysFru auch Dowex 50 W-X8, 20-50 mesh) 
Konditionierung: 300 ml 6 M Salzsäure in Reinstwasser, 
mind. 300 ml Reinstwasser, bis pH-neutral 
Probenaufgabe: saure Lösung des Destillationsrückstandes, Fluss 0,5 bis 0,7 ml/min 
Elution Zucker: Reinstwasser, siehe Tabelle 3-11, Waschvolumen 
Inkubation: ca. 16 h zur Hydrolyse der Boc-Schutzgruppe bei Lys-Derivaten, sonst keine 
Elution Produkt: vgl. Tabelle 3-11 Eluent und Elutionsvolumen, Fluss 0,7 bis 1,5 ml/min 
Zur Herstellung von 2 M Pyridinium-Acetat-Puffer, pH 6,00 wurden 166 ml Pyridin in 
Reinstwasser gelöst, mit Essigsäure auf pH 6,00 einstellt, mit Reinstwasser auf 1 L auffüllt 
und im Ultraschallbad 15 min entgast. Bei Aufbewahrung über mehrere Wochen wurde der 
pH-Wert vor Verwendung korrigiert.  
Tabelle 3-11: Vorreinigung per Kationenaustauschchromatographie 
Kurzname 
alphabetisch 
Aufgabe Ansäuerung Elution 
Zucker 




AlaFru 75 ml Essigsäure 2,5 ml 525 ml Ammoniak 2 M 260 ml 
CyclamFru 150 ml Essigsäure, auf pH 3,0 300 ml Ammoniak 2 M 300 ml 
CyclamRul 150 ml Essigsäure auf pH 3,0 300 ml Pyridinium-Acetat  
2 M pH 6,00 
300 ml 
Lys3OMeFru 100 ml 1 M HCl auf pH 2,0 300 ml Pyridinium-Acetat  
2 M pH 6,00 
300 ml 
LysFru  75 ml Essigsäure 2,5 ml 525 ml Ammoniak 2 M 260 ml 
LysGlc/LysMan 10 ml 6 M HCl 1,0 ml 300 ml Ammoniak 2 M 150 ml 
LysLac 150 ml 2 M HCl auf pH 2,0 300 ml Pyridinium-Acetat  
2 M pH 6,00 
300 ml  
LysLacu 200 ml Essigsäure 7 ml 300 ml Pyridinium-Acetat  
2 M pH 6,00 
300 ml  
LysMaltriu 200 ml Essigsäure 7 ml 300 ml Pyridinium-Acetat  
2 M pH 6,00 
300 ml 
LysMalu 200 ml Essigsäure 7 ml 300 ml Pyridinium-Acetat  
2 M pH 6,00 
300 ml 
LysPsi  75 ml Essigsäure 2,5 ml 300 ml Pyridinium-Acetat  
2 M pH 6,00 
300 ml 
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Kurzname 
alphabetisch 
Aufgabe Ansäuerung Elution 
Zucker 




MePiprazFru 30 ml Essigsäure 1,5 ml 300 ml Ammoniak 2 M 300 ml 
ProlinFru 75 ml Essigsäure 1,5 ml 300 ml Ammoniak 2 M 300 ml 
ProlinRul 30 ml Essigsäure 0,5 ml 300 ml Ammoniak 2 M 300 ml 
 
Die Eluate wurden bei max. 35 °C am Vakuumrotationsverdampfer mit Wasserstrahlpumpe 
eingeengt. Zur Entfernung des Ammoniaks wurde bei diesen Präparaten der Rückstand 
zweimal mit je 30 ml Reinstwasser aufgenommen und erneut eingeengt, bis der Geruch nach 
Ammoniak nicht mehr wahrnehmbar war.  
3.2.3.3 Entfärbung an Aktivkohle 
ToluidFru wurde nach der Auskristallisation aus dem Reaktionsansatz (3.2.2.4) in 75 ml 
Ethanol heiß gelöst, mit drei Spatelspitzen Aktivkohle versetzt, zum Sieden erhitzt und heiß 
filtriert. 
3.2.4 Isolierung der Zielprodukte 
3.2.4.1 Präparative RP-HPLC-UV 
Präparate mit aromatischen Gruppen wurden per präparativer RP-HPLC-UV mit gepufferten 
Eluenten isoliert und in einem zweiten Schritt entsalzt (Krause, 2004). Der Destillationsrück-
stand aus 3.2.3.1 wurde in Eluent A (Phosphatpuffer) so gelöst, dass eine etwa 0,1%ige 
Lösung entstand und membranfiltriert. 
Isolierung des Produktes 
Anlage: HPLC präparativ. Knauer Wellchrom Hochdruckgradientensystem 
Säule: Eurospher-100 C-18, 10 µm, 250x16 mm, mit externer 30x16mm Vorsäule 
Eluent A: 10 mM Na-Phosphat-HCl pH 7,0 (3,56 g Na2HPO4•2H2O in 1,8 l Reinstwasser 
gelöst, mit 6 M HCl pH 7,00 eingestellt und auf 2 l aufgefüllt, membranfiltriert 
mit 0,45 µm und 20 min im Vakuum entgast) 
Eluent B: Methanol, entgast im Ultraschallbad, 20 min 
Gradient: Isokratisch mit 10 % Eluent B, Fluss 8 ml/min 
Probenaufgabe: Ca. 100 mg Syntheseansatz pro Injektion in max. 1,5 ml. Automatische 
Befüllung der 2-ml-Probenschleife mit saugender Pumpe. 
Detektion: UV, 230 nm 
Fraktionierung: Programmierung des Schaltventils nach Chromatogrammen von Testläufen: 
Elution Hippursäure: 10 bis 15 min,  
Elution HipLysMal: 14 bis 30 min, 
Elution HipLysLacu: 21 bis 30 min, 
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Elution HipLysMaltriu: 9 bis 30 min, 
Elution HipLysPsi: 23,5 bis 45 min 
Die Eluate der ARP wurden zügig am Rotationsverdampfer bei max. 35 °C auf 5 bis 10 ml 
eingeengt, mit 400 µl Essigsäure angesäuert und bis zur Entsalzung kühl aufbewahrt. 
Entsalzung 
Anlage: Wie Isolierung 
Säule: Wie Isolierung 
Eluent A: 50 mM Essigsäure (5,7 ml Essigsäure wurden in 2,00 l Reinstwasser gelöst, 
membranfiltriert und 20 min im Vakuum entgast) 
Eluent B: Methanol mit 50 mM Essigsäure (2,85 ml Essigsäure wurden in 1,00 l 
Methanol gelöst, membranfiltriert und für 20 min im Ultraschallbad entgast) 
Gradient: Isokratisch mit 10 % Eluent B, Fluss 8 ml/min 
Probenaufgabe: Ca. 200 mg Syntheseansatz pro Injektion in max. 1,5 ml  
Detektion: UV, 230 nm 
Fraktionierung: Elution aller Produkte zwischen 10 und 40 min 
Die Eluate wurden am Rotationsverdampfer bei max. 35 °C auf ca. 20 ml eingeengt.  
3.2.4.2 Kationenaustauschchromatographie in Pyridinium-Form 
Das Pyridiniumsystem (Finot und Mauron, 1969; Krause et al., 2003; Hellwig und Henle, 
2010) war für alle ARP dieser Arbeit geeignet. Der eingeengte Rückstand der Vorreinigung 
(z.B. aus 3.2.3.2) wurde in Pyridinium-Formiat-Puffer, 0,1 M, pH 3,00, zu einem Gesamtvo-
lumen von 20 ml aufgenommen und der pH-Wert mit Ameisensäure auf 3,0 oder weniger 
korrigiert. Die Trennung wurde mit automatischer Fraktionssammlung an der im Folgenden 
beschriebenen Anlage durchgeführt.  
Anlage: BioRad Econo® Column (Glassäule mit Fritte), 1,5 cm Durchmesser,   
Aufgabe über Schlauchadapter durch Schwerkraft, Auslass über Zweiwegehahn 
zu Fraktionssammler mit Tropfenzähler; Flussregelung über Höhendifferenz 
(bei LysFru mit Schlauchpumpe) 
Säulenbett: stark saurer Kationenaustauscher, sehr fein: Dowex 50 W-X8, 200-400 mesh, 
vor dem Gießen ggf. im Ultraschallbad entgast  
(Für LysFru, LysGlc/Man, ProlinFru und ProlinRul 100-200 mesh verwendet) 
Konditionierung: jeweils mit dreifachem Säulenvolumen, d.h. 250 ml für 80-ml-Säule: 
1. Salzsäure, 6 M 
2. Reinstwasser 
3. Pyridin, 2 M (ohne Essigsäure) 
4. Reinstwasser 
5. Pyridinium-Formiat-Puffer, 0,1 M, pH 3,00 
Probenaufgabe: 20 ml Probe, mit 15 ml Pyridinium-Formiat-Puffer 0,1 M, pH 3,00 nachgespült, 
Fluss 0,2 bis 0,3 ml/min 
Elution: siehe Tabelle 3-12, Fluss 0,2 bis 0,3 ml/min 
Fraktionierung Fraktionsgröße von ca. 10 ml, Sammlung ab Beginn der Probenaufgabe 
 - Modell Redifrac: 800 Tropfen für durchschnittlich 10 ml 
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 - Modell BioRad 2110: 275 Tropfen für durchschnittlich 6 ml  
 - Modell BioRad 2821: 4,5-ml-Fraktionen 
Die Konditionierung des Säulenmaterials wurde in einer dickeren Glassäule (30 × 3 cm) mit 
Fritte durchgeführt, da sich das Volumen des Materials während der Konditionierung stark 
verändert und der Druck in der dünnen Trennsäule zu groß wird. Vor dem Konditionieren mit 
Pyridinium-Formiat-Puffer wurde das Material zurück in die Trennsäule gefüllt. Eluiert wurde 
mit einem gestuften Gradienten von steigender Ionenstärke und steigendem pH-Wert. 
Zwischen pH 3 und 4 war dabei die Verwendung von Formiat als Gegenion notwendig, ab 
pH 4 konnte Acetat verwendet werden, das sich später leichter destillativ aus dem Produkt 
entfernen lässt. In Tabelle 3-12 sind die Gradienten für die jeweiligen Syntheseprodukte, 
beginnend nach Probenaufgabe und Spülen angegeben.  
Zur Herstellung der Elutionspuffer wurde Pyridin in Reinstwasser gelöst (8,05 ml Pyridin pro 
Liter Puffer für 0,10 M), mit Ameisensäure bzw. Essigsäure der angegebene pH-Wert 
eingestellt, mit Reinstwasser aufgefüllt, im Ultraschallbad 15 min entgast und der pH-Wert 
vor Verwendung des an sich haltbaren Puffers geprüft. 
Die Detektion des Produktes in den gesammelten Fraktionen wurde manuell in Tüpfeltests 
durchgeführt, die in Abschnitt 3.2.4.5 beschrieben sind. Die in Tabelle 3-12 angegebenen 
orientierenden Elutionsvolumina (ab Beginn der Probenaufgabe) für die jeweiligen Substan-
zen sind das Ergebnis dieses Tests und weiterer Analytik zur Identität der Produkte, die in 3.3 
dargestellt wird. Die Elutionsvolumina hängen von der Kapazität des Ionenaustauschers ab, 
die sich im Laufe der Benutzung und besonders von Charge zu Charge ändert. 
Tabelle 3-12: Kationenaustauschchromatographie Pyridiniumform – Bedingungen 
Kurzname 
alphabetisch 
Säule Eluenten Elutionsvolumen 
Produkt 
AlaFru 50 cm, 80 ml 0,2 M Pyridinium-Acetat pH 4,00, 200 ml 50 ... 90 ml 
Lys3OMeFr
u 
50 cm, 90 ml 1. 0,1 M Pyridinium-Formiat, pH 3,00, 20 ml 
2. 0,4 M Pyridinium-Acetat, pH 4,35, 500 ml 
150 ... 240 ml 
LysFru 50 cm, 80 ml 0,4 M Pyridinium-Acetat pH 4,35, 450 ml 150 ... 250 ml 
LysGlc/Man 50 cm, 90 ml 0,4 M Pyridinium-Acetat, pH 4,00, 500 ml 170 ... 195 ml 
LysGlcb 
195 ... 215 ml 
LysGlc/Manb 
215 ... 225 ml 
LysManb 
LysLac 75 cm,  
125 ml 
1. 0,1 M Pyridinium-Formiat, pH 3,00, 90 ml 
2. 0,3 M Pyridinium-Formiat, pH 3,75, 360 ml 
3. 0,3 M Pyridinium-Formiat, pH 4,05, 360 ml 
4. 0,4 M Pyridinium-Acetat pH 4,35, 360 ml 
360 … 400 ml (bis 
440 ml mit 
Nebenprodukt) 
LysLacu 50 cm, 90 ml 0,4 M Pyridinium-Acetat pH 4,35, 500 ml 200 ... 250 ml 
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Kurzname 
alphabetisch 
Säule Eluenten Elutionsvolumen 
Produkt 
LysMaltriu 50 cm, 90 ml 0,4 M Pyridinium-Acetat pH 4,35, 500 ml 110 ... 200 ml 
LysMalu 50 cm, 90 ml 0,4 M Pyridinium-Acetat pH 4,35, 500 ml 120 ... 145 ml 
LysPsi 50 cm, 90 ml 1. 0,1 M Pyridinium-Formiat, pH 3,00, 50 ml 
2. 0,4 M Pyridinium-Acetat pH 4,35, 400 ml 
205 ... 280 ml 
MorphoRula 2,5×15 cm,  
60 ml 
1. 0,1 M Pyridinium-Formiat, pH 3,0, 200 ml 
2. 0,1 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml 
3. 0,25 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml 
Mit Eluent 3a  
PipcolFrua 2,5×15 cm,  
60 ml 
1. 0,1 M Pyridinium-Formiat, pH 3,0, 200 ml 
2. 0,1 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml  
3. 0,25 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml 
Mit Eluent 3a  
PipdinRula 2,5×15 cm,  
60 ml 
1. 0,1 M Pyridinium-Formiat, pH 3,0, 200 ml 
2. 0,1 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml  
3. 0,25 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml 
Mit Eluent 3a  
PiprazFrua 2,5×15 cm,  
60 ml 
1. 0,1 M Pyridinium-Formiat, pH 3,0, 200 ml 
2. 0,1 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml 
3. 0,25 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml 
4. 0,5 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml  
5. 1 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml 
Mit Eluent 5a  
PiprazRula 2,5×15 cm,  
60 ml 
1. 0,1 M Pyridinium-Formiat, pH 3,0, 200 ml 
2. 0,1 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml 
3. 0,25 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml 
4. 0,5 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml 
5. 1 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml 
Mit Eluent 5a  
ProlinFru 50 cm, 80 ml 0,1 M Pyridinium-Formiat, pH 3,0, 250 ml  70 ... 120 ml 
ProlinRul 50 cm, 80 ml 0,1 M Pyridinium-Formiat, pH 3,0, 300 ml 70 ... 140 ml 
PyrrolFrua 2,5×15 cm,  
60 ml 
1. 0,1 M Pyridinium-Formiat, pH 3,0, 200 ml 
2. 0,1 M Pyridinium-Formiat, pH 4,0, 200 ml 
3. 0,25 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml 
Mit Eluent 3a  
ThiazoFrua 2,5×15 cm,  
60 ml 
1. 0,1 M Pyridinium-Formiat, pH 3,0, 200 ml 
2. 0,1 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml 
3. 0,25 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml 
Mit Eluent 3a  
ThiazoRula 2,5×15 cm,  
60 ml 
1. 0,1 M Pyridinium-Formiat, pH 3,0, 200 ml 
2. 0,1 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml 
3. 0,25 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml 
Mit Eluent 3a  
ThiomoFrua 2,5×15 cm,  
60 ml 
1. 0,1 M Pyridinium-Formiat, pH 3,0, 200 ml 
2. 0,1 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml 
3. 0,25 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml  
Mit Eluent 3a  
ThiomoRula 2,5×15 cm,  
60 ml 
1. 0,1 M Pyridinium-Formiat, pH 3,0, 200 ml 
2. 0,1 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml 
3. 0,25 M Pyridinium-Acetat, pH 4,0, 200 ml 
Mit Eluent 3a  
a: Nur zur Vorreinigung; Synthesansatz aus 3.2.2.2 bzw. 3.2.2.3 in 150 ml Puffer (pH 3,0) aufgenommen und 
pH-Wert mit Ameisensäure auf unter 3,0 gebracht, unlöslicher Anteil abfiltriert und verworfen. Konditionierung 
mit je 200 ml 2 M Ammoniak (da nicht vorgereinigte Reaktionsansätze), Reinstwasser, 6 M Salzsäure, 
Reinstwasser. Elution in 200-ml-Fraktionen nach Elutionspuffer getrennt.  
b: identifiziert mit ASA und NMR, siehe 3.3.5.13. 
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Die Fraktionen der angegebenen Elutionsvolumina wurden vereinigt, am Rotationsverdamp-
fer bei max. 35 °C eingeengt, zweifach mit ca. 20 ml Reinstwasser versetzt und erneut 
eingeengt, beim letzten Mal bis zur Trockne.  
3.2.4.3 Kationenaustauschchromatographie in Protonen-Form 
In Vorexperimenten zeigte sich, dass einige Präparate nach der Pyridinium-Chromatographie 
nicht auskristallisierten, während die Hydrochloride leicht Kristalle bildeten und insgesamt 
stabiler schienen (Hellwig, 2006-2010). Deshalb wurde teilweise die Kationenaustausch-
chromatographie mit Salzsäure-Elution durchgeführt. Dafür wurden die eingeengten Rück-
stände der Vorreinigung in 0,01 M Salzsäure aufgenommen und der pH-Wert mit Salzsäure 
auf 2,0 korrigiert. 
Anlage: wie 3.2.4.2, Säule 1,5 × 20 cm 
Säulenbett: stark saurer Kationenaustauscher, sehr fein: Dowex 50W-X8, 200 bis 400 mesh, 
vor dem Gießen im Ultraschallbad entgast. 30 ml Säulenvolumen. 
Konditionierung: 100 ml Salzsäure 6 M 
100 ml Reinstwasser 
100 ml Salzsäure 0,01 M 
Probenaufgabe: 40 ml Probe,  
10 ml 0,01 M Salzsäure zum Nachspülen 
Elution: siehe Tabelle 3-13, Fluss 0,2 ml/min 
Fraktionierung wie 3.2.4.2 
Eluiert wurde mit einem gestuften Gradienten steigender Salzsäurekonzentration (Tabelle 
3-13). Die Detektion des Produktes in den gesammelten Fraktionen wurde manuell mit den in 
Abschnitt 3.2.4.5 beschrieben Tüpfeltests und DC-Methoden durchgeführt. Die in Tabelle 
3-13 angegebenen, orientierenden Elutionsvolumina (ab Beginn der Probenaufgabe) der 
jeweiligen Substanzen sind das Ergebnis dieses Tests und weiterer Analytik zur Identität der 
Produkte, die in 3.3 dargestellt wird. Die angegebenen Fraktionen wurden vereinigt, filtriert 
und im Wasserstrahlvakuum zur Trockne eingeengt. 
Tabelle 3-13: Kationenaustauschchromatographie Protonen-Form – Bedingungen 
Kurzname 
alphabetisch 
Eluenten Elutionsvolumen Produkt 
MorphoPsi 1. 0,01 M HCl, 160 ml 
2. 0,5 M HCl, 200 ml 
294 … 342 ml 
MorphoRul 1. 0,01 M HCl, 200 ml 
2. 0,5 M HCl, 300 ml 
312 … 414 ml 
PipcolFru 0,5 M HCl, 300 ml 160 … 300 ml 
PipdinRul 1. 0,01 M HCl, 140 ml 
2. 0,5 M HCl, 300 ml 
380 … 485 ml 
PiprazFru 1. 0,01 M HCl, 50 ml 
2. 0,5 M HCl, 250 ml 
564 … 690 ml 
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Kurzname 
alphabetisch 
Eluenten Elutionsvolumen Produkt 
3. 1 M HCl, 250 ml 
4. 2 M HCl, 250 ml 
PiprazRul 1. 0,01 M HCl, 20 ml 
2. 0,5 M HCl, 300 ml 
3. 1 M HCl, 250 ml 
4. 2 M HCl, 250 ml 
666-790 ml 
PyrrolFru 1. 0,01 M HCl, 105 ml 
2. 0,5 M HCl, 300 ml 
3. 1,0 M HCl, 300 ml 
200-250 ml 
ThiazoRul 1. 0,01 M HCl, 20 ml 
2. 0,5 M HCl, 450 ml 
370-470 ml 
ThiomoRul 1. 0,01 M HCl, 50 ml 





HipLysFru ließ sich im Gegensatz zu den HipLys-Derivaten der Oligosaccharide ausreichend 
mit Flash-Chromatographie reinigen (Dai, 2007). Zur Füllung der Säule wurde feines Kiesel-
gel (0,04...0,063 mm) bei 120 °C im Trockenschrank für 2 h aktiviert, 30 g davon mit 
Ethylacetat aufgeschlämmt, 10 min im Ultraschallbad entgast und in eine unten mit Glaswolle 
verschlossene Glassäule (1,5 × 40 cm) mit Hahn gefüllt. Der zur Trockne eingeengte Rück-
stand aus 3.2.3.1 wurde mit wenig Kieselgel und Ethylacetat zu einem Brei verrührt, dieser 
auf die Säule gegeben und mit einer ca. 2 mm dicken Schicht Seesand abgedeckt. Zur Elution 
mit einem Fluss von ca. 2,5 ml/min wurden aus einer Vorratsflasche mit leichtem Überdruck 
von 0,3 bar (Stickstoff) 200 ml Ethylacetat/Methanol 1/1 (v/v), dann 200 ml Ethylace-
tat/Methanol 2/8 (v/v), dann 300 ml Methanol eingesetzt. Die gesammelten Fraktionen von je 
10 ml wurden mit Tüpfeltests (3.2.4.5) und Detektion mit ethanolischer Schwefelsäure, sowie 
modifiziertem Reindel-Hoppe-Reagenz auf das Vorhandensein von Zucker und Aminen 
geprüft (Dai, 2007). Hippursäure, Lysin und das ARP wurden in ausgewählten Fraktionen mit 
DC (3.2.4.5) identifiziert. Zuerst eluierten Zucker, anschließend Hippursäure und schließlich 
HipLysFru im Bereich zwischen 350 und 500 ml. Diese Fraktion wurde am Rotationsver-
dampfer bei max. 35 °C zur Trockne eingeengt. 
Thiazolidinofructose 
Der zur Trockne eingeengte Rückstand aus 3.2.4.2 wurde mit wenig Aceton und Kieselgel zu 
einem festen Brei verrührt und basierend auf Vorversuchen mit DC an einer Säule aus 30 g 
grobem Kieselgel (0,063…0,2 mm, 30 × 2,5 cm) mit 300 ml Aceton drucklos eluiert. Die 10-
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ml-Fraktionen von 60 bis 200 ml Elutionsvolumen enthielten laut Tüpfeltest (3.2.4.5) mit 
ethanolischer Schwefelsäure das Produkt (dunkelgrüne Spots), wurden vereinigt und zur 
Trockne eingeengt.  
Thiomorpholinofructose 
Der zur Trockne eingeengte Rückstand aus 3.2.4.2 wurde mit wenig Aceton und Kieselgel zu 
einem festen Brei verrührt und in zwei Portionen an einer Säule aus 50 g grobem Kieselgel 
(0,063…0,2 mm, 50 × 2,5 cm) mit 500 ml Aceton drucklos eluiert. Die 10-ml-Fraktionen von 
160…500 ml Elutionsvolumen enthielten laut Tüpfeltest (3.2.4.5) mit ethanolischer Schwe-
felsäure und Ninhydrin das Produkt, wurden vereinigt und zur Trockne eingeengt. 
3.2.4.5 Identifizierung der Amadori-Produkt-haltigen Fraktionen 
Substanzen, die sowohl mit Ninhydrin als auch mit Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) eine 
Farbreaktion zeigen, enthalten sowohl primäre oder sekundäre Aminogruppen als auch 
reduzierende Gruppen und sind wahrscheinlich ARP (Krause, 2004). Dabei reagieren ARP 
schon bei Raumtemperatur mit TTC, während Zucker sich erst nach Erwärmen verfärben. 
Eine dritte, weniger selektive Detektionsmöglichkeit bot die Verkohlung von Zuckerresten 
mit ethanolischer Schwefelsäure. Um primäre und sekundäre Amine sensitiv zu detektieren, 
wurde in wenigen Fällen das Reindel-Hoppe-Reagenz genutzt (Dai, 2007).  
Tüpfeltest 
In jedem Fall wurde ein Tüpfeltest mit Ninhydrindetektion durchgeführt. Bei erstmals 
angewendeten Reinigungsverfahren bot die zusätzliche Detektion mit TTC für ARP und 
ethanolischer Schwefelsäure für weitere Kohlenhydrate eine Orientierung über die Elutions-
reihenfolge aller erwarteten Produkte und Edukte. Ribulosederivate färbten mit ethanolischer 
Schwefelsäure jedoch schlecht an. Cyclohexylamin-Derivate ließen sich mit Ninhydrin nicht 
färben. 
DC-Platte: Kieselgel 60 G, 0,25 mm Schicht 
Auftragung: pro Fraktion 1,0 µl als Spot, je eine Platte pro Sprühreagenz 
Trocknung: bei Raumtemperatur, ca. 20 min 
Sprühreagenz: Platte 1: saures Ninhydrin, 0,1 % (w/v) in Ethanol/Essigsäure 100/3 (v/v), haltbar 
einige Tage bei 4 °C 
Platte 2: TTC, 1 % (w/v) in Natronlauge, 1 M; frisch hergestellt 
Platte 3: Ethanol (96%ig) / Schwefelsäure (96%ig), 9/1 (v/v) vorsichtig mischen, 
haltbar 
Detektion: Ninhydrin: 75 bis 90 °C, ca. 5 min; violett bei primären Aminen, gelb bei 
Prolinderivaten, je nach Erhitzungsdauer verschiedene Färbungen 
TTC: Raumtemperatur wenige Minuten im Dunkeln, rote Spots bei reduzierenden 
Substanzen (ARP schneller und intensiver als Zucker) 
H2SO4: 120 °C, 5 min, grau bei Kohlenhydraten 
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Modifiziertes Reindel-Hoppe-Reagenz (Dai, 2007):  
Zuerst wurden die sekundären Amine chloriert, indem in einer Doppeltrog-Kammer (Glas-
deckel) mit 0,5 g Kaliumpermanganat und 10 ml 6 M Salzsäure in einem Trog (5 min 
äquilibrieren) die DC-Platte im anderen Trog für 30 min inkubiert wurde. Danach wurde die 
Platte für 30 min belüftet, bevor sie mit o-Dianisidin-Iodid-Reagenz (16 mg o-Dianisidin, 
3 ml Essigsäure in 50 ml Wasser gelöst und 0,1 g Kaliumiodid hinzugefügt) besprüht wurde. 
Substanzen mit primären und sekundären Aminogruppen, auch Amide, wurden schwarz bis 
rötlich gefärbt.  
DC zur Trennung von Hippursäure und HipLys-Amadori-Produkten 
DC-Platte: Kieselgel 60 G, 0,25 mm dick 
Probenauftragung: pro Flash-Chromatographie-Fraktion 5 µl als Spot;  
Lysin, HipLys und Hippursäure ca. 2%ig als Standards 
Trocknung: bei Raumtemperatur, ca. 10 min 
Entwicklung: Methanol 
Trocknung: bei Raumtemperatur, ca. 30 min 
Detektion: mit modifiziertem Reindel-Hoppe-Reagenz, siehe oben 
 
DC zur Trennung freier Amadori-Produkte von Aminosäuren 
DC-Platte: Kieselgel 60 G, 0,25 mm Schichtdicke 
Probenauftragung: pro Fraktion 2 µl als Spot, je eine Platte pro Sprühreagenz 
Trocknung: bei Raumtemperatur, ca. 20 min 
Entwicklung: mit Acetonitril/Wasser/Essigsäure, 80/20/20 v/v/v,  
alternativ für fast alle Präparate: Methanol/Wasser 3/1 (v/v) 
in 30 min konditionierter Doppeltrog-Kammer, bis ca. 7 cm Höhe 
Trocknung: bei Raumtemperatur, ca. 30 min 




Einige Präparate ließen sich durch Kristallisieren aus Lösungen isolieren, alle anderen wurden 
aus wässriger Lösung gefriergetrocknet. 
Das mit Flashchromatographie gereinigte HipLysFru (3.2.4.4) ergab ca. 1 g Substanz (ca. 
2 mmol). Zur Gefriertrocknung wurde der Destillationsrückstand in 80 ml Reinstwasser gelöst 
und mit ca. 4 mmol Essigsäure (250 µl) versetzt gefriergetrocknet, da es als Acetat weniger 
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hygroskopisch ist. Anschließend wurde noch zweimal nach Zugabe von je 20 ml Reinstwasser 
gefriergetrocknet, um überschüssige Essigsäure zu entfernen.  
Die mit präparativer HPLC gereinigten Hippuryl-ARP (3.2.4.1) enthielten bereits Essigsäure 
und wurden direkt gefriergetrocknet. Die Zugabe von ca. 20 ml Reinstwasser und erneute 
Gefriertrocknung wurde viermal wiederholt, bis der Geruch nach Essig nicht mehr wahr-
nehmbar war. 
Präparate aus der Kationenaustauschchromatographie mit Pyridin (3.2.4.2), wie ProlinRul, 
wurden vor der Gefriertrocknung so oft nach Zugabe von Reinstwasser am Rotationsver-
dampfer zur Trockne eingeengt, bis der Geruch nach Pyridin nicht mehr wahrnehmbar war. 
Schließlich wurden sie in 5 bis 10 ml Reinstwasser gelöst und gefriergetrocknet. LysGlc und 
LysGlc/Man wurden zuvor mit 1 M HCl auf pH 4,0 gebracht. 
Präparate aus der Kationenaustauschchromatographie mit Salzsäure (3.2.4.3), wie ThiazoRul, 
PyrrolFru, PipcolFru und PipdinRul, wurden – nach erfolglosen Kristallisationsversuchen 
in Methanol – als Hydrochloride gefriergetrocknet, wofür der trockene Destillationsrückstand 
in wenig Reinstwasser aufgenommen wurde.  
3.2.5.2 Umkristallisation nach Pyridinium-Kationenaustauschchromatographie 
Für mit Pyridiniumpuffer eluierte Substanzen konnte durch zwei- bis dreifaches Fällen der 
ARP aus methanolischer Lösung in Butanon restliches Pyridin entfernt werden (Finot und 
Mauron, 1969). Dafür wurde der Destillationsrückstand aus 3.2.4.2 in wenig Methanol gelöst 
(ca. 2 ml pro mmol Amin) und unter schnellem Rühren langsam in die 10-fache Menge 
eiskaltes Butanon getropft. Zur Kristallisation wurde das Gemisch über Nacht bei -20 °C 
gelagert, bevor es über eine feinporige Fritte filtriert und mit eiskaltem Butanon gewaschen 
wurde. Zur Entfernung des Butanons wurden die Kristalle auf der Fritte für einige Tage in 
einem evakuierten, mit Silicagel bestückten Exsikkator aufbewahrt. Dieses Verfahren ist nur 
für ARP aus Glucose geeignet, da Ribulosederivate zu leicht auch in Butanon löslich sind und 
generell schlecht kristallisieren. Bei kleinen Syntheseansätzen war es außerdem zur Wieder-
gewinnung von genügend Substanz aus der Fritte z. T. notwendig, die Substanz in Reinstwas-
ser aufzunehmen und gefrierzutrocknen.  
3.2.5.3 Kristallisation nach Triethylamin-Synthese 
Die in Triethylamin synthetisierten Produkte sekundärer Amine mit Glucose sollten in der 
Kälte auskristallisieren (Hodge und Fisher, 1963). Dafür wurde der abgekühlte Reaktionsan-
satz aus 3.2.2.2 für 2 h bei Raumtemperatur gerührt und anschließend für mindestens einen 
Tag bei 4 °C aufbewahrt. Die Kristalle wurden über eine feinporige Fritte filtriert, mit kaltem 
Aceton gewaschen und getrocknet.  
MorphoFru kristallisierte bereits über Nacht bei Raumtemperatur aus dem Reaktionsansatz 
(3.2.2.2) aus und wurde nach weiteren vier Tagen Inkubation bei 4 °C abfiltriert (Fritte) und 
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mit Ethanol/Aceton 1/1 (v/v) gewaschen. Zur weiteren Reinigung wurde es aus 70 ml Metha-
nol kristallisiert und die Kristalle erneut mit Ethanol/Aceton 1/1 (v/v) gewaschen.  
PipdinFru kristallisierte aus dem Reaktionsansatz während der dreiwöchigen Lagerung bei 
4 °C aus. Nach der ersten Filtration wurde es aus 20 ml heißem Methanol gefällt, nach 
erneuter Kühllagerung filtriert und der Rückstand im Exsikkator getrocknet.  
3.2.5.4 Sonstige Kristallisationen 
AnthraGlc konnte aus Wasser gefällt werden. Der Destillationsrückstand der Synthese 
(3.2.2.1) wurde in 30 ml Reinstwasser gelöst, über Nacht bei 4 °C aufbewahrt, so dass das 
Produkt kristallisierte. Die Kristalle wurden dreimal mit kaltem Reinstwasser gewaschen und 
getrocknet. 
ThiazoFru und ThiomoFru wurde nach der Flash-Chromatographie in 10 ml (ThiomoFru 
5 ml) siedendem Methanol gerade gelöst, bis zur Abkühlung offen gerührt und zur Kristallisa-
tion über Nacht bei -21 °C aufbewahrt. Die Kristalle wurden mit kaltem Methanol gewaschen 
und im evakuierten Exsikkator getrocknet. 
MorphoTag kristallisierte nicht wie MorphoFru aus dem Reaktionsansatz (3.2.2.2) aus. Der 
Ansatz wurde in 100 ml Methanol unter Rückfluss gelöst, gekühlt, 300 ml Diethylether 
portionsweise zugegeben, so dass sich ein schlammiger Niederschlag bildete, und 3 Wochen 
bei -21 °C aufbewahrt. Die Etherphase wurde eingeengt, der Rückstand in 40 ml Methanol 
gelöst und durch Eintropfen in Butanon und weitere Lagerung bei -21 °C ausgefällt. Dieser 
Rückstand von ca. 6 g wurde noch zweimal aus ca. 20 ml Methanol in der Hitze kristallisiert 
und zuletzt als weißes, kristallines Präparat mit kaltem Methanol gewaschen und getrocknet. 
Die in Ether unlösliche Phase, welche MorphoTag in unreinerer Form, vermutlich neben 
Galactose, enthielt, wurde nicht weiter aufgearbeitet. 
ToluidFru wurde nach der Aktivkohlebehandlung (3.2.3.3) aus 75 ml heißem, wasserfreiem 
Ethanol über Nacht auskristallisiert, mit wasserfreiem Ethanol gewaschen und im mehrfach 
evakuierten Exsikkator getrocknet. 
PiprazFru wurde nach der Kationenaustauschchromatographie mit Salzsäure (3.2.4.3) nicht 
vollständig bis zur Trockne eingeengt. Der Rückstand wurde tropfenweise in 20 ml eiskaltes, 
wasserfreies Ethanol gegeben, wobei sich Kristalle bildeten. Diese wurden nach Lagerung 
über Nacht bei -21 °C abfiltriert, lösten sich jedoch sehr schnell in Feuchtigkeit aus der Luft, 
so dass der Rückstand in der Fritte in Reinstwasser aufgenommen und gefriergetrocknet 
(3.2.5.1) wurde.  
PiprazRul konnte hingegen nach der Kationenaustauschchromatographie mit Salzsäure 
(3.2.4.3) in 4 ml Methanol gelöst und mit Zugabe von 5 ml wasserfreiem Ethanol in der Kälte 
gefällt und filtriert werden.  
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MorphoRul wurde nach der Kationenaustauschchromatographie mit Salzsäure (3.2.4.3) in 
3 ml Methanol heiß gelöst, nach zweitägiger Tiefkühllagerung filtriert, mit eiskaltem Metha-
nol gewaschen und im Exsikkator getrocknet. 
MePiprazFru wurde, nach erfolglosen Kristallisationsversuchen aus Ether und Butanon, in 
10 ml Methanol aufgenommen und in 200 ml eiskaltes Aceton getropft, wobei es kristallisier-
te. Diese Umkristallisation wurde einmal wiederholt, die Kristalle unter vermindertem Druck 
filtriert, mit eiskaltem Aceton gewaschen und im Exsikkator getrocknet. 
3.3 Charakterisierung der Präparate 
3.3.1 ESI-MS 
Eine ca. 10 µM Lösung der Syntheseprodukte in Acetonitril/bidest.Wasser 1/1 mit 1% (v/v) 
Ameisensäure wurde mit Spritzenvorsatzfiltern membranfiltriert und in das ESI injiziert. 
LysLacu, LysMalu, LysMatriu und LysLac wurden lediglich in bidest. Wasser gelöst und 
membranfiltriert, da sie sonst bei der Ionisation zum Monosaccharid-ARP fragmentierten. Die 
Messungen wurden von Dr. Uwe Schwarzenbolz im Arbeitskreis durchgeführt.  
Anlage ESI-TOF-MS Mariner 
Injektion Spritzenport mit Spritzenpumpe, ca. 5…10 µl/min 
Ionisation ESI-Interface, Parameter siehe Analysendaten 
Detektor positiver Modus, Parameter siehe Analysendaten 
Aufnahmebereich m/z = 100…800 
Kalibrierung Mit Bradykinin, Neurotensin und Angiotensin I, auf <0,1 m/z genau 
3.3.2 Elementaranalyse 
Die Elementaranalyse wurde am Institut für Organische Chemie der TU Dresden von Frau 
Anke Peritz mit 5 mg der Substanz in einer Doppelbestimmung durchgeführt. Der CHNS-O-
Elementaranalysator EA 3000 von EuroVector, Mailand, wurde mit der Ofentemperatur von 
1100 °C, der GC-Ofentemperatur von 80 °C und der GC-Säule CHNS CNS2 m von HEKA 
tech. betrieben. 
3.3.3 NMR 
Die NMR-Analytik wurde an der Professur für Organische Chemie der TU Dresden von Frau 
Dr. Margit Gruner und Frau Anett Rudolph am Spektrometer DRX 500 (Bruker, Reinstetten) 
mit 500 MHz für 1H-Experimente und 125 MHz für 13C-Experimente durchgeführt. Wenige 
Spektren wurden am Gerät Bruker Avance III bei 600 MHz (1H) und 150 MHz (13C) aufge-
nommen. Wurden ausschließlich 1H-Spektren angefertigt, genügten 5 mg der Substanz in 
750 µl D2O gelöst und in ein NMR-Röhrchen abgefüllt. Für 13C-Spektren wurden ca. 20 mg 
Substanz verwendet. AnthraGlc und ToluidFru sind in dieser Konzentration nicht wasserlös-
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lich, daher wurde für diese Präparate deuteriertes Methanol oder DMSO als Lösungsmittel 
genutzt.  
Die chemischen Verschiebungen basieren auf der externen Kalibrierung mit Tetramethylsilan 
(0,00 ppm) für 13C-NMR und dem internen HDO-Signal von 4,70 ppm für 1H-NMR, für d4-
Methanol als Lösungsmittel auf dem MeOD-Signal von 3,38 ppm (H) und 49,00 ppm (C).  
Die Zuordnung der Signale erfolgte mit Hilfe von 
• Schätzungen anhand der erwarteten Molekülstruktur mit Chemdraw® Ultra, Version 
6.0.1, für 1H- und 13C-NMR 
• der Größe der Kopplungskonstanten J in 1H-NMR, welche vom Bindungswinkel ab-
hängt (s: Singulett, d: Dublett, t: Triplett, dd: Dublett vom Dublett, q: quartett, m: 
Multiplett undefiniert)  
• 13C-DEPT-NMR (distortionless enhancement by polarization transfer, Unterschei-
dung zwischen quartären, sekundären und primären/tertiären C-Atomen)  
• 1H,1H-COSY-Experimenten (homonuclear correlation spectroscopy, geminale und 
vicinale H-Kopplungspartner)  
• HSQC-Experimenten (heteronuclear single quantum coherence, Bindungspartner H-
C)  
• HMBC-Experimenten (heteronuclear multiple bond correlation, Zuordnung der Sig-
nale insbesondere zu einzelnen anomeren Formen oder Monosaccharideinheiten in 
Oligosacchariden, da Kopplungen über zwei bis vier Bindungen sichtbar sind) 
• Vergleich mit den Spektren ähnlicher Verbindungen aus eigener Synthese und der 
Literatur (Altena et al., 1981; Neglia et al., 1983; Röper et al., 1983; Wu et al., 1990; 
Kroh et al., 1992; Olano et al., 1992; Mossine et al., 1994; Mossine et al., 1996; 
Tagami et al., 2000; Krause et al., 2003; Ota et al., 2006; Krause et al., 2008; 
Hellwig und Henle, 2010). 
Die Quantifizierung von Lösungsmittelresten, die aus dem Reinigungsverfahren erwartet 
wurden, erfolgte über die Integrale der Lösungsmittelpeaks im 1H-Spektrum (Gottlieb et al., 
1997) relativ zur Peakfläche eines eindeutig zugeordneten H-Atoms des Produktes. Die 
Peakflächen wurden mit der Software MestReNova, Version 6.0.4, integriert. 
Die Quantifizierung der Anteile verschiedener Zuckeranomere erfolgte durch Vergleich der 
Peakflächen gut aufgelöster und dem jeweiligen Anomer zugeordneten Signale im 1H-
Spektrum. Da die Zuordnung der Minoranomere nur mit 2D-NMR möglich war, wurden zur 
orientierenden Auswertung der anderen Präparate die Peakflächen in 13C-Spektren herange-
zogen. War eine Zuordnung der Peaks zu den Minorkomponenten möglich, wurden jeweils 
C3, C4 oder C5 der Anomere miteinander verglichen. Für die Mehrzahl der Präparate konnten 
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jedoch nur die C2-Signale ausgewertet werden, deren Peakflächen mit der verwendeten 
Messmethode am wenigsten präzise sind. 
3.3.4 Aminosäureanalyse 
Die Aminosäureanalyse (ASA), d.h. Kationenaustauschchromatographie mit automatisierter 
Nachsäulenderivatisierung durch Ninhydrin und photometrischer Detektion, wurde vor allem 
genutzt, um auf niedermolekulare, im ESI-MS nicht erfasste primäre Amine zu prüfen. Bei 
Lysin-Oligosaccharid-ARP konnte darüber hinaus mögliche Monosaccharid-Derivate analy-
siert werden. Die Präparate wurden zu ca. 130 µM in Probenpuffer gelöst und membranfilt-
riert. Die Analysen wurden von Frau Karla Schlosser im Arbeitskreis durchgeführt. 
3.3.4.1 Standard-Programm für Aminosäuren 
Anlage: Aminosäureanalysator S4300,  
SYKAM Chromatographie Vertriebs GmbH, Fürstenfeldbruck 
Säule: Kationentrennsäule LCA K07/Li (SYKAM) 
Eluenten: Lithium-Citratpuffer SYKAM, Konzentration auf Li+ bezogen: 
Probenpuffer 0,12 N, pH 2,20 
Puffer A-1 0,12 N, pH 2,90 
Puffer B-1 0,30 N, pH 4,20 
Puffer C-4 0,30 N, pH 8,00 (Citrat-Borat) 
LiOH 0,5 M zur Regeneration 





A-1 % B-1 % C-4 % LiOH 
0 42 85 15 0 0 
3  85 15 0 0 
4  79 21 0 0 
21  43 57 0 0 
25 42 43 57 0 0 
33  0 100 0 0 
39  0 0 100 0 
40 60     
43  0 0 68 32 
46 74     
63 74 0 0 68 32  
Injektion: Autosampler, 100 µl 
Derivatisierung: Ninhydrin-Reagenz mit 1 % (w/v) Ninhydrin und 0,1 % Hydrindantin-Hydrat in 
7/3 (v/v) Glycol/Acetatpuffer, Fluss 0,25 ml/min, Reaktortemperatur 130 °C 
Detektion: 570 nm und 440 nm 
Auswertung: Manuelle Integration der Peakfläche mit Chromstar® 
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3.3.4.2 Programm für Lysin-Amadori-Produkte „LAL-Programm“ 
Anlage: Aminosäure-Analysator Pharmacia LKB Alpha Plus 
Säule: Kationentauscher-Säule 200 × 4,6 mm PEEK mit PS-DVB-Harz 11 % 
Quervernetzung, 7 µm, für Na+-System ,Firma Karin Grüning 
Laborbedarf und Analysentechnik, Oldring 
Eluenten: Natrium-Citratpuffer, Konzentration auf Na+ bezogen: 
Puffer 1: 0,20 N, pH 3,20, mit 7 % v/v Isopropanol 
Puffer 2: 0,20 N, pH 3,20 
Puffer 3: 0,20 N, pH 4,20 
Puffer 4: 0,70 N, pH 5,3 (Puffer 3+5, 1+1 v/v) 
Puffer 5: 1,20 N, pH 6,3 
Puffer 6: 0,4 M NaOH 
Elutionsprogramm: Fluss 0,45 ml/min (nur Trennprogramm ohne Äquilibrierung, Angabe 




°C 1 2 3 4 5 6 
0 85 ×      
5 85 ×      
5-18,5 85  ×     
18,5-32,5 85   ×    
32,5-40,5 85    ×   
40,5-50,5 60    ×   
50,5-61,5 60     ×  
61,5-69,5 60     ×  
69,5-75,5 85      ×  
Injektion: Autosampler, 70 µl 
Derivatisierung: Ninhydrin, wie oben 
Detektion: 570 nm und 440 nm 
Auswertung: Manuelle Integration der Peakfläche mit EZChrom® 
 
3.3.4.3 Programm für Lysin-Heyns-Produkte „NaSCHL43“ 
Anlage: Aminosäure-Analysator Pharmacia LKB Alpha Plus 
Säule: Kationentauscher-Säule 125 × 4,6 mm PEEK mit PS-DVB-Harz, 
5 µm, für Na+-System, Firma Karin Grüning Laborbedarf und 
Analysentechnik, Oldring 
Eluenten: Natrium-Citratpuffer, Konzentration auf Na+ bezogen: 
Puffer 2: 0,20 N, pH 3,20 
Puffer 3: 0,20 N, pH 4,25 
Puffer 5: 1,20 N, pH 6,40 
Puffer 6: 0,4 M NaOH 
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Elutionsprogramm: Fluss 0,45 ml/min (nur Trennprogramm ohne Äquilibrierung, Angabe 




°C 2 3 5 6 
0-4:00 50 ×    
4:00-4:05 50  ×   
4:05-4:30 50 ×    
4:30-4:35 50  ×   
4:35-5:00 50 ×    
5:00-5:05 50  ×   
5:05-5:30 50 ×    
5:30-5:35 50  ×   
5:35-6:00 50 ×    
6:00-6:10 50  ×   
6:10-6:30 50 ×    
6:30-6:40 50  ×   
6:40-7:00 50 ×    
7-26 50  ×   
26-31 60   ×  
31-57 85   ×  
57-65 85    × 
65-73 85 ×     
Injektion: Autosampler, 70 µl 
Derivatisierung: Ninhydrin, wie oben 
Detektion: 570 nm und 440 nm 
Auswertung: Manuelle Integration der Peakfläche mit EZChrom® 
 
3.3.5 Analysendaten der Präparate 
Während der Lagerung als Feststoff bei -21 °C in dicht verschlossenen Gefäßen sind die 
Präparate stabil. 
3.3.5.1 Hippurylfructosyllysin (HipLysFru) 
Auswaage 1,05 g, molare Ausbeute 45 % 
ESI-MS:  
positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 80 V, Reflector 1550 V, Detector 2400 V.   
[M+H]+ 470,21, berechnete monoisotop. Masse 469,21. Verunreinigungen durch Phthalate 
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RP-HPLC (3.5.4.2) mit 1 g/l Substanz: Peakfläche Hip:HipLys:HipLysFru 1:1:98 
Elementaranalyse:  
theoretisch: MW 469,49 g/mol, C21H31N3O9, C 53,72 %, H 6,66 %, N 8,95 %  
Analyse: C 46,89 %; H 6,17 %; N 7,34 %  
Unter Berücksichtigung des molaren Anteils der Nebenprodukte am Gesamtstickstoffgehalt 
ergibt sich ein Anteil HipLysFru im Präparat von 80,1 %. 
NMR in D2O, 500 MHz und 125 MHz:  
1H: Phenylgruppe: H1 7,52 ppm, H2/2’ 7,43, H3/3’ 7,71. Glycin: H2/2’ 4,00dd. Lysin: H2 
4,15dd, H3/3’ 1,75 und 1,61m, H4/4’ 1,28m, H5/5’ 1,61m, H6/6’ 2,95m. Fructose (Haupt-
form): H1/1’ 3,15/3,60, H3/4/5 3,85/3,89/?, H6/6’ 3,63dd?/3,75d? Summe der Peakflächen 
von Hip, Lys und Zucker (zwischen 3 und 4 ppm) korrespondiert molar. Acetat (1,95 ppm) 
ca. 20 %mol, 3 % w/w. 
13C: Phenylgruppe: C1 132,4 ppm, C2/2’ 128,8, C3/3’ 127,1, C4 132,7 oder 132,4, C5 171. 
Glycin: C1 171, C2 43,0. Lysin: C1 178,1, C2 54,1, C3/4/5 24,5/22,0/30,7, C6 48,1. Fructose 
(Hauptform): C1 52,7, C2 95,3, C3/4/5 69,4/68,8/69,2, C6 63,7.  
Das anomere C2 von Fructose mit 95,3 ppm in der Hauptform stammt von einer β-Pyranose 
und zeigt 71 % der Peakfläche der vier cyclischen Anomere. Nebensignale sind 101,7 ppm 
(α-Furanose, 6 %), 98,6 ppm (β-Furanose, 11 %) und 95,8 ppm (α-Pyranose, 11 %) (Neglia et 
al., 1983; Röper et al., 1983). 
3.3.5.2 Hippurylpsicosyllysin (HipLysPsi) 
Auswaage 0,403 g, molare Ausbeute 65 % 
ESI-MS mit 25 mg/l Substanz: 
positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1990 V.  
[M+H]+ 470,23, berechnete monoisotop. Masse 469,21. Nebenpeak HipLys (308,16) mit 
1,8 % Intensität. 
RP-HPLC (3.5.4.2) mit 1,1 g/l Substanz: HipLys 1,4 mol%, Hippursäure 0,2 mol% 
Elementaranalyse:  
theoretisch: MW 469,49 g/mol, C21H31N3O9, C 53,72 %, H 6,66 %, N 8,95 %  
Analyse: C 51,34 %; H 6,14 %; N 8,39 %.   
Unter Berücksichtigung des molaren Anteils der Nebenprodukte beträgt der Anteil HipLysPsi 
im Präparat 93,0 %. 
NMR in D2O, 500 MHz, 1H, Verschiebungen in ppm:  
Phenylgruppe: 7,53, 7,44, 7,71. Glycin H/H’: 4,01d. Lysin: H2 4,13dd, H3/3’ 1,74 und 1,6m, 
H4/4’ 1,28m, H5/5’ 1,60m, H6/6’ 2,94m. Psicose: zwischen 3 und 4 ppm, mehrere Konfor-
mationen ohne eindeutige Hauptform, Summe der Peakflächen in diesem Bereich korrespon-
diert molar mit der von HipLys. 
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3.3.5.3 Hippurylmaltulosyllysin (HipLysMalu) 
Auswaage 0,848 g, molare Ausbeute 28 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz:  
positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1750 V.  
[M+H]+ 632,31, geringe Intensität, berechnete monoisotop. Masse 631,26. Nebenpeaks bei 
200,02 und 219,02 mit ähnlicher Intensität, Kontamination bei Messung vermutet. 
RP-HPLC (3.5.4.2) mit 1 g/l Substanz: HipLysFru und HipLys zu je 0,9 mol % enthalten 
Elementaranalyse:  
theoretisch: MW 631,63 g/mol, C27H41N3O14, C 51,34 %, H 6,54 %, N 6,65 %  
Analyse: C 46,17 %; H 6,69 %; N 5,73 %.  
Anteil HipLysMalu im Präparat unter Berücksichtigung der Nebenprodukte 84,0 %. 
3.3.5.4 Hippurylmaltotriulosyllysin (HipLysMaltriu) 
Auswaage 0,339 g, molare Ausbeute 29 % 
ESI-MS: mit 10 mg/l Substanz  
positiver Modus, Spraytip 4611 V, Nozzle 80 V, Reflector 1550 V, Detector 1750 V.  
[M+H]+ 794,34, berechnete monoisotop. Masse 793,31. Einziges Signal. 
RP-HPLC (3.5.4.2) mit 1 g/l Substanz: 0,7 mol% HipLysMalu, 0,6 mol% HipLys enthalten 
Elementaranalyse:  
theoretisch: MW 793,77 g/mol, C33H51N3O19, C 49,93 %, H 6,48 %, N 5,29 %  
Analyse: C 45,29 %; H 6,25 %; N 4,63 %.   
Anteil HipLysMaltriu im Präparat unter Berücksichtigung der Nebenprodukte 85,7 %. 
3.3.5.5 Hippuryllactulosyllysin (HipLysLacu) 
Auswaage 1,486 g, molare Ausbeute 48 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz:  
positiver Modus, Spraytip 4560 V, Nozzle 130 V, Reflector 1550 V, Detector 1750 V.   
[M+H]+ 632,30, berechnete monoisotop. Masse 631,26. Nebensignale 156,0 und 158,9 mit 
30 % Intensität.  
RP-HPLC (3.5.4.2) mit 1 g/l Substanz: HipLysFru und HipLys zu je 3 mol% enthalten 
Elementaranalyse:  
theoretisch: MW 631,63 g/mol, C27H41N3O14, C 51,34 %, H 6,54 %, N 6,65 %  
Analyse: C 46,89 %; H 6,25 %; N 5,98 %.  
Unter Berücksichtung des molaren Anteils der Nebenprodukte ergibt sich ein Anteil an 
HipLysLacu im Präparat von 81,7 %. 
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3.3.5.6 Fructosyllysin (LysFru) 
molare Ausbeute durchschnittlich 64 % (n = 6) 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz:  
positiver Modus, Spraytip 4989 V, Nozzle 120 V, Reflector 1550 V, Detector 2400 V.  
[M+H]+ 309,20, berechnete monoisotop. Masse 308,16. andere Signale minimal.  
ASA (3.3.4.1) mit 0,1 g/l Substanz und 60 µl Injektion mit ca. 15 nmol:   
tR LysFru 49 min, kein Lysin (tR 54 min) detektierbar. 
Elementaranalyse:  
theoretisch: MW 308,32 g/mol, C12H24N2O7, C 46,75 %, H 7,85 %, N 9,09 %  
Analyse: C 42,37 %; H 8,00 %; N 7,05 %. Anteil LysFru im Präparat 77,6 % 
NMR, 500 MHz/ 125 MHz, 19 mg/700 µl in D2O, Angaben in ppm: 
1H: Lysin: H2 3,62, H3/3’ 1,77, H4/4’ 1,38, H5/5’ 1,66, H6/6’ 3,01. Fructose (Hauptform): 
H1/1’ 3,17, H3 3,62, H4 3,78, H5 3,87, H6/6’ 3,88/3,64. Essigsäure: H2 1,80s. Butanon: H1 
2,07s, H3 2,45q, H4 0,87t. Pyridin n.n.  
Im Präparat sind, berechnet anhand der Integrale der 1H-Signale von Lysin und den Lösungs-
mitteln ca. 11 % w/w Essigsäure und ca. 2 % w/w Butanon enthalten. 
13C: Lysin: C1 174,4, C2 54,3, C3/4/5 29,7/21,4/24,7, C6 47,9. Fructose (Hauptform): C1 
52,7, C2 95,3, C3/4/5 69,4/69,1/68,8, C6 63,8. Essigsäure: C1 181,2, C2 23,1. Butanon: C2 
218. Pyridin n.n.  
Neben der angegebenen Hauptform von Fructose (C2 95,3, Peakflächenanteil an allen 
anomeren C2 83 %) sind noch α-Furanose (C2 101,6, 9 %) und β-Furanose (C2 98,7, 8 %) 
enthalten.  
3.3.5.7 Psicosyllysin (LysPsi) 
Auswaage 72,6 mg, molare Ausbeute 44 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz:  
positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1990 V.  
[M+H]+ 309,18, berechnete monoisotop. Masse 308,16. andere Signale minimal. 
ASA (3.3.4.1) mit 40 mg/l Substanz und 100 µl Injektion:   
tR LysPsi 52,8 min; Lysin (tR 60,8 min) zu 3,2 % der Peakfläche detektierbar. 
Elementaranalyse:  
theoretisch: MW 308,32 g/mol, C12H24N2O7, C 46,75 %, H 7,85 %, N 9,09 %  
Analyse: C 45,97 %; H 7,69 %; N 7,54 %.   
Anteil LysPsi im Präparat unter Berücksichtigung des Lysingehaltes: 76,9 %. 
90 3 Materialien und Methoden  
NMR, 600 MHz/ 150 MHz, 11 mg/750 µl in D2O, Messtemperatur 21 bis 22 °C. COSY mit 
Z-Gradient. 4 Scans/Experiment, 320 Experimente, 47 min Messzeit. HSQC mit Z-Gradient, 
16 Scans/Experiment, 2048 Experimente, 188 min Messzeit. HMBC mit Z-Gradient, 16 
Scans/Experiment, 2048 Experimente, 154 min Messzeit.  
Auswertung in 4.2.2. Angaben für Lösungsmittel hier in ppm:   
Acetat: C1 181,2, C2 23,1, H2 1,80s. Butanon: C1 28,8, H1 2,09s, C2 218,0, C3 36,6, H3, 
2,47q, C4 7,2, H4 0,88t. Aromatische Signale: H2/6 8,34s, H3/4 7,97s, H5 8,25s. 
Einem Mol LysPsi stehen 0,35 mol Butanon (6,6 % (w/w)) und 0,81 mol Acetat (12,7 % 
(w/w)) gegenüber. Die aromatischen Signale sind nicht typisch für Pyridin und zudem klein 
(1 bis 2 %mol). 
3.3.5.8 Fructosylalanin (AlaFru) 
molare Ausbeute durchschnittlich 32 % (n = 6) 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz:   
positiver Modus, Spraytip 4989 V, Nozzle 80 V, Reflector 1550 V, Detector 2400 V.   
[M+H]+ 251,1, berechnete monoisotop. Masse 250,10. Na+, K+-Addukte, Dehydratisierung 
und weitere Nebensignale detektierbar  
ASA (3.3.4.1) mit 0,1 g/l Substanz und 60 µl Injektion mit ca. 15 nmol:   
tR AlaFru 12 bis 13 min, kein Alanin (tR 31 min) detektierbar 
Elementaranalyse:  
theoretisch: MW 250,23 g/mol, C9H17N1O7, C 43,20 %, H 6,85 %, N 5,60 %  
Analyse: C 42,5 %; H 6,9 %; N 5,2 %. Anteil AlaFru im Präparat unter Berücksichtigung des 
Pyridingehaltes (NMR) von 2,2 % des Stickstoffes: 90,8 %. 
NMR, 500 MHz/ 125 MHz, 15 mg/700 µl in D2O, Angaben in ppm: 
1H: Alanin: H2 3,7, H3/3’/3’’ 1,40d. Fructose: H1/1’ 3,2, H3 3,6, H4/5 3,6/3,8 H6/6’ 3,9/3,2. 
Essigsäure n.n.. Butanon: H1 2,08s, H3 2,45q, H4 0,87t. Pyridin: H2/2’ 8,67d, H3/3’ 7,96t, 
H4 8,50t.  
Im Präparat sind, berechnet anhand der Integrale der 1H-Signale von Alanin und den Lö-
sungsmitteln ca. 5 % w/w Butanon und ca. 0,7 % w/w Pyridin enthalten; letzteres entspricht 
einem molaren Stickstoffanteil von 2,2 %. 
13C: Alanin: C1 174,4, C2 58,3, C3 14,6. Fructose: C1 51,7, C2 95,2, C3/4/5 69,2/69,7/68,7, 
C6 63,8. Butanon: C2 217,8. 
Neben der angegebenen β-pyranoiden Hauptform (C2 95,2, 76 % Peakfläche) liegt Fructose 
als α-Furanose (C2, 101,7, 10 %), β-Furanose (C2, 98,6, 11 %) und α-Pyranose (C2, 96,2, 4 
%) vor (Röper et al., 1983). Die gleichen Peakflächenverhältnisse ergeben sich aus der 
Auswertung von C3, C4, C5 und C6. 
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3.3.5.9 Maltulosyllysin (LysMalu) 
Auswaage 0,832 g, molare Ausbeute 48 % 
ESI-MS mit 5 mg/ml Substanz in bidest. Wasser, da sonst Fragmentierung:   
positiver Modus, Spraytip 4208 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1810 V.  
[M+H]+ 471,22, berechnete monoisotop. Masse 470,21. Nebenpeak mit 10 % Intensität 
309,17. 
ASA (3.3.4.2) mit 0,1 mM Substanz und 100 µl Injektion:  
LysMalu tR 46,2 min, starkes Fronting; LysFru (tR 51,6 min) zu 1,4 mol %, kein Lysin (tR 
61,5 min) detektierbar. 
Elementaranalyse:  
theoretisch: MW 470,45 g/mol, C18H34N2O12, C 45,95 %, H 7,28 %, N 5,95 %  
Analyse: C 43,66 %; H 7,80 %; N 4,94 %. Anteil LysMalu im Präparat unter Berücksichti-
gung des molaren Anteils von LysFru: 81,4 %. 
1H-NMR, 500 MHz, 5 mg/650 µl in D2O, Angaben in ppm: 
Lysin: H2 3,63m, H3/3’ 1,78m, H4/4’ 1,35mm, H5/5’ 1,65m, H6/6’ 3,01dd. Maltulose: 
Bereich 3,1-4,3, Summe Peakfläche korrespondierend zu Lysin. Essigsäure: H2 1,79s. 
Butanon: H1 2,08s, H3 2,46q, H4 0,87t. Methanol: 3,23s. Pyridin n.n. Formiat: 8,33s.  
Im Präparat sind, berechnet anhand der Integrale der 1H-Signale von Lysin und den Lösungs-
mitteln ca. 1,2 % w/w Essigsäure und ca. 4,2 % w/w Butanon enthalten; der Anteil von 
Methanol war nicht auswertbar. 
3.3.5.10 Maltotriulosyllysin (LysMaltriu) 
Auswaage 0,567 g, molare Ausbeute 27 % 
ESI-MS mit 2,5 mg/ml Substanz in bidest. Wasser, da sonst Fragmentierung.   
positiver Modus, Spraytip 4208 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1810 V.  
[M+H]+ 633,30, berechnete monoisotop. Masse 632,26. Nebenpeaks mit 20 bis 40 % Intensi-
tät: 471,2 (Fragmentierung), 391,3 (Phthalat), mehrere bei m/z unter 270 mit geringer Signal-
intensität. 
ASA (3.3.4.2) mit 0,1 mM Substanz und 100 µl Injektion:  
LysMaltriu tR 37,9 min, symmetrisch; LysFru (tR 51,6 min) zu 0,4 mol % , kein Lysin (tR 61,5 
min), kein LysMalu detektierbar. 
Elementaranalyse:  
theoretisch: MW 632,61 g/mol, C24H44N2O17, C 45,57 %, H 7,01 %, N 4,44 %  
Analyse: C 41,66 %; H 8,11 %; N 3,95 %.  Anteil LysMaltriu im Präparat unter Berücksich-
tigung des molaren Anteils von LysFru: 89,1 % 
1H-NMR, 500 MHz, 5 mg/650 µl in D2O, Angaben in ppm: 
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Lysin: H2 nicht zuzuordnen, H3/3’ 1,79m, H4/4’ 1,34mm, H5/5’ 1,65m, H6/6’ 3,01dd. 
Maltotriulose: Bereich 3,1 bis 5,4, Summe der Peakflächen korrespondierend zu Lysin. 
Essigsäure: H2 1,85s. Butanon n.n., Methanol: 3,22s. Pyridin n.n., Formiat: 8,33s. 
Im Präparat sind, berechnet anhand der Integrale der 1H-Signale von Lysin und den Lösungs-
mitteln ca. 2,7 % w/w Essigsäure enthalten; der Anteil von Methanol war nicht auswertbar, 
der von Ameisensäure minimal. 
3.3.5.11 Lactulosyllysin (LysLacu) 
Auswaage 0,430 g, molare Ausbeute 27 % 
ESI-MS mit 5 mg/ml Substanz in bidest. Wasser, da sonst Fragmentierung:  
positiver Modus, Spraytip 4208 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1810 V.  
[M+H]+ 471,23, berechn. monoisotop. Masse 470,21. Nebenpeak mit 70 % Intensität 309,16. 
ASA (3.3.4.2) mit 0,1 mM Substanz und 100 µl Injektion:  
LysLacu (tR 46,6 min) starkes Fronting, LysFru (tR 51,6 min) zu 0,5 mol%, kein Lysin (tR 
61,5 min) detektierbar; keine Trennung von LysLacu und LysFru im Programm 3.3.4.1. 
Elementaranalyse:  
theoretisch: MW 470,45 g/mol, C18H34N2O12, C 45,95 %, H 7,28 %, N 5,95 %  
Analyse: C 43,61 %; H 7,59 %; N 5,28 %. Anteil LysLacu im Präparat unter Berücksichti-
gung des molaren Anteils von LysFru: 88,1 % 
1H-NMR, 500 MHz, 5 mg/650 µl in D2O, Angaben in ppm: 
Lysin: H2 nicht zuzuordnen, H3/3’ 1,77m, H4/4’ 1,35mm, H5/5’ 1,63m, H6/6’ 2,97m. 
Lactulose: Bereich 3,1 bis 4,4, Summe Peakfläche korrespondierend zu Lysin. Essigsäure: H2 
1,79s. Butanon: H1 2,07s, H3 2,45q, H4 0,87t. Methanol: 3,22s. Pyridin n.n. Formiat: 8,32s. 
Im Präparat sind, berechnet anhand der Integrale der 1H-Signale von Lysin und den Lösungs-
mitteln, ca. 7,7 % w/w Essigsäure 1,3 % w/w Butanon, 0,7 % w/w Methanol und Spuren von 
Ameisensäure enthalten. 
3.3.5.12 Lactosyllysin (LysLac) 
Auswaage: 0,156 g Gesamtsynthese, 0,079 g charakterisiertes Präparat, molare Ausbeute ca. 
10 % (6 % im charakterisierten Präparat) 
ESI-MS mit 70 mg/l Substanz in bidest. Wasser, da sonst Fragmentierung:   
positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 160 V, Reflector 1550 V, Detector 1990 V.  
[M+H]+ 471,23, berechnete monoisotop. Masse 470,21. Nebenpeak mit 20 % Intensität 
499,21 und mit 10 % Intensität 309,15. 
ASA (3.3.4.3) mit 140 mg/l Substanz und 70 µl Injektion:  
LysLac tR 46,0 und 47,7 min – ein Epimerenpaar ähnlich wie LysGlc (tR 51,5 min) und 
LysMan (tR 52,8 min). Lysin (tR 60,9 min) mit 1,5 % Peakfläche enthalten. Kein LysFru oder 
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LysTag (tR 52,8 bis 53,0 min); LysLacu koeluiert mit zweitem Peak (tR 47,8 min).   
Peakflächenverhältnis der Epimere Lactosyllysin und Epilactosyllysin in Präparat 1,2:1, in 
Gesamtsynthese ca. 1:1,3, wobei eine Zuordnung zu den Epimeren nicht möglich und ein 
unbekannter Anteil von LysLacu wahrscheinlich ist. 
Elementaranalyse:  
theoretisch: MW 470,45 g/mol, C18H34N2O12, C 45,95 %, H 7,28 %, N 5,95 %  
Analyse: C 41,40 %; H 7,59 %; N 5,28 %.   
Anhand der Peakflächenverhältnisse im ASA-Chromatogramm bei annähernd gleichen 
Responsefaktoren (Friedman, 2004) wurde der molare Lysinanteil zu 1,4 % berechnet. Der 
Anteil der beiden Epimere im Präparat berechnet sich daher zu 83,3 %. 
1H-NMR, 500 MHz, 5 mg/650 µl in D2O, Angaben in ppm: 
Lysin: H3/3’ 1,79m, H4/4’ 1,34mm, H5/5’ 1,66m. Lysin H2 und H6/6’ sowie Lactose im 
Bereich 2,8 bis 5,5 nicht zuzuordnen. Summe der Peakflächen der Lactose korrespondierend 
zu Lysin. Ameisensäure: H 8,33s. Butanon: H1 2,078, H3 2,45q, H4 0,88t.  
Im Präparat sind, berechnet anhand der Integrale der 1H-Signale von Lysin und den Lösungs-
mitteln, ca. 7 % w/w Ameisensäure und 0,7 % w/w Butanon enthalten. 
3.3.5.13 Glucosyllysin (LysGlc) und Epimerenmischung (LysGlc/Man) 
Charakterisierung durch Roth, (2007) 
Auswaage 80 mg, molare Ausbeute 8 % 
ESI-MS mit 200 mg/l:   
positiver Modus, Spraytip 5291 V, Nozzle 120 V, Reflector 1550 V, Detector 2400 V.  
[M+H]+ 309,17, berechnete monoisotop. Masse 309,16. Nebensignale minimal. 
ASA (3.3.4.3) 0,5 mM Substanz und 40 µl Injektion:  
LysGlc tR 44,7 min, LysMan tR 45,8 min, letzteres coeluiert mit LysFru. Verhältnis der 
Epimere LysGlc zu LysMan in Präparat „LysGlc“ 20:1, im Präparat „LysGlc/Man“ ca. 7:3. 
Elementaranalyse:  
theoretisch: MW 308,32 g/mol, C12H24N2O7, C 46,75 %, H 7,85 %, N 9,09 %  
Analyse LysGlc (im Jahr 2010): C 37,35 %; H 6,92 %; N 7,36 %. Unter Berücksichtigung des 
molaren Anteils von 8,3 % Pyridin im Präparat (NMR) wurde der Gehalt an LysGlc zu 
75,9 % berechnet.  
Analyse LysGlc/Man: C 41,91 %; H 7,93 %; N 7,20 %. Da von diesem Präparat keine NMR-
Analyse durchgeführt wurde, konnte der Pyridingehalt nicht quantifiziert werden. Das hohe 
C/N-Verhältnis von 5,82 statt 5,14 theoretisch deutet jedoch nicht auf Pyridinverun-
reinigungen hin, so dass der Gehalt nur aus dem Stickstoffanteil zu 79,2 % berechnet wurde. 
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NMR, 500/125 MHz, 25 mg LysGlc /800 µl in D2O, pH 6,54, Angaben für Hauptform in 
ppm, Zuordnung mithilfe von COSY, HSQC, HMBC und anhand von Krause et al. (2008): 
1H: Lysin: H2 3,64m, H3/3’ 1,79m, H4/4’ 1,36m, H5/5’ 1,70m, H6/6’ 3,08t. Glucose: H1 
5,44d, H2 3,17dd, H3 3,81dd; H4 3,32dd, H5 3,77d, H6/6’ 3,71d/3,74d. Ameisensäure: H 
8,33s. Butanon: H1 2,078, H3 2,45q, H4 0,88t. 
13C: Lysin: C1 174,4, C2 54,3, C3 29,7, C4 21,3, C5 26,2, C6 45,2. Glucose: C1 92,0, C2 
59,8, C3 69,6, C4 71,0, C5 76,0, C6 60,1.  
Im Präparat sind, berechnet anhand der Integrale der 1H-Signale von Lysin und den Lösungs-
mitteln, pro Mol LysGlc 0,72 mol Essigsäure und 0,09 mol Pyridin enthalten. Anhand der 
Integrale der C1-Signale von Glucose wurde der Anteil an α-Pyranose auf 79 % und der an β-
Pyranose auf 21 % geschätzt. 
3.3.5.14 3-O-Methylfructosyllysin (Lys3OMeFru) 
Auswaage 131,7 mg, molare Ausbeute 25 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz:  
positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1990 V.  
[M+H]+ 323,19, berechnete monoisotop. Masse 322,17. Nebenpeaks: 399,19 (65 % Intensi-
tät), 230,10 (15 %), 149,0, 305,2 (Dehydratisierung), 361,2 mit jeweils < 10 % Intensität. 
Lysin (146,10) nicht nachweisbar. 
Elementaranalyse:  
theoretisch: MW 322,36 g/mol, C13H26N2O7, C 48,44 %, H 8,13 %, N 8,69 %  
Analyse: C 44,14 %; H 7,63 %; N 7,05 %. Anteil Lys3OMeFru im Präparat: 81,1 % 
NMR, 500 MHz/125 MHz, in D2O, 20 mg/750 µl, Angaben in ppm, Zuordnung mithilfe von 
COSY und HSQC: 
1H: Lysin: H2 3,60m, H3/3’ 1,77m, H4/4’ 1,33m, H5/5’ 1,62m, H6/6’ 2,95m. 3-O-
Methylfructose: H1/1’ 3,55/3,73, H3 3,28d, H4 3,86m, H5 3,83m, H6/6’ 3,61/3,80, 
H7(Methyl) 3,36s. Butanon: H1 2,07s, H3 2,45q, H4 0,86t. Essigsäure: H2 1,78s. Methanol: 
3,46s. Zusammensetzung nach Masse anhand der Peakflächen gut aufgelöster H-Atome: 75 % 
Lys3OMeFru, 5,9 % Lysin, 12 % Essigsäure, 3,8 % Butanon, 3,1 % Methanol. 
13C: Lysin: C1 174,7, C2 54,4, C3 29,9, C4 21,5, C5 25,0, C6 47,8. 3OMe-Fructose: C1 60,5, 
C2 95,4, C3 79,5, C4 69,0, C5 69,7, C6 63,8, C7(Me) 61,1. Essigsäure: C1 181,4, C2 23,2.  
Das Signal von C3 der Fructose ist durch die O-Methylierung wie beschrieben um 8 ppm 
tieffeldverschoben (Usui et al., 1973).  
Der Anteil von Lysin im 1H-Spektrum ist flächenmäßig ca. 15 mol% größer als der von 
Fructose. Da zum Zeitpunkt der Elementaranalyse mit ESI-MS und ASA jedoch kein Lysin 
detektierbar war, wird dies auf die lange Standzeit der D2O-Lösung vor Aufnahme des NMR-
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Spektrums zurückgeführt. Durch die Methylierung der dritten Hydroxylgruppe ist dieses ARP 
in Lösung möglicherweise weniger stabil als andere und zerfällt zu Methanol, 3-DG und 
Lysin. 
Anhand der anomeren C2-Atome des Fructose-Teils waren mehrere Anomere identifizierbar, 
ohne zwischen freier Fructose und ARP unterscheiden zu können: α-Pyranose (95,8 ppm, 10 
% Peakfläche), β-Pyranose (95,5, 44 %), α-Furanose (101,6, 28 %), β-Furanose (99,0, 18 %). 
3.3.5.15 Glucosylanthranilsäure (AnthraGlc) 
Auswaage 0,64 g, molare Ausbeute 37 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz:  
positiver Modus, Spraytip 4208 V, Nozzle 60 V, Reflector 1550 V, Detector 1950 V.  
[M+H]+ 299,96, berechnete monoisotop. Masse 299,10. Nebenpeaks < 5 % Intensität 371 und  
415. 137,80 (Anthranilsäure) mit 1 % Intensität. 
Elementaranalyse:  
theoretisch: MW 299,27 g/mol, C13H17N1O7, C 52,17 %, H 5,73 %, N 4,68 %  
Analyse: C 45,07 %; H 5,52 %; N 4,06 %. Anteil AnthraGlc im Präparat: 86,8 % 
NMR, 500 MHz/125 MHz, in deuteriertem Methanol, 20 mg/800 µl, Angaben in ppm, 
Zuordnung mithilfe von COSY und HSQC, die Hauptform ist unterstrichen: 
1H: Anthranilsäure: H3 7,90d, H4 6,70t, H5 7,37m, H6 6,98d/7,61d. Glucose: H1 
4,62d/5,18d, H2 3,33d/3,72d, H3/4/5 3,41d/3,36dd/3,44d, H6/6’ 3,85dd/3,68m. Zwei meso-
mere Formen der Anthranilsäure (Flächenverhältnis 3:7) mit Einfluss auf die chemische 
Verschiebung des Zuckers sichtbar. Vom Zucker H3/4/5/6 ist nur die Hauptform angegeben. 
13C: Anthranilsäure: C1 171,71/171,69, C2 113,0/113,1, C3 132,81/132,78, C4 117,8/117,7, 
C5 135,51/135,46, C6 114,5/114,8, C7 151,2/151,3. Glucose: C1 85,6/83,1, C2 74,9/75,7, 
C3/4/5 78,6/71,7/79,3 und 72,5/71,7/72,4, C6 62,7/62,5. Zwei mesomere Formen der Anthra-
nilsäure (Flächenverhältnis 3:7) mit Einfluss auf chemische Verschiebung des Zuckers. 
3.3.5.16 Toluidinofructose (ToluidFru) 
Auswaage 4,47 g, molare Ausbeute 30 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz, positiver Modus:   
[M+H]+ 270,14, berechnete monoisotop. Masse 269,14. Nebenpeaks 252 (15 % Intensität, 
Dehydratisierung), 250 (8 %), 234 (9 %, zweifache Dehydratisierung), 183 (11 %) .  
Elementaranalyse:  
theoretisch: MW 269,28 g/mol, C13H19NO5, C 57,98 %, H 7,11 %, N 5,20%  
Analyse: C 58,21 %; H 7,20 %; N 5,42 %. Anteil ToluidFru im Präparat rechnerisch 104,2 %, 
nicht auswertbar, da erhöhter Stickstoffgehalt, möglicherweise sind Reste an Toluidin 
enthalten, die im MS nicht detektierbar waren (Masse 108,1). Andere stickstoffhaltige 
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Substanzen wurden in der Synthese nicht verwendet. Für die weitere Berechnung wird von 
100 % Gehalt ausgegangen. 
NMR, 500 MHz/125 MHz, in deuteriertem DMSO, 21 mg/800 µl, Angaben in ppm: 
1H: Toluidin: H2/6 6,53d, H3/5 6,86d, H7 2,13s. Fructose: H1 2,8-5,8. DMSO: 2,50m. 
13C: Toluidin: C1 147,0, C2/6 112,5, C3/5 129,4, C4 124,2, C7 20,2. DMSO: 39,6m. Fructo-
se: C1 49,5 (48,9), C2 98,22 (102,1, 21 % Peakfläche der beiden anomeren Furanose C-
Atome) , C3/4/5 70,1/69,4/68,8 (C3/4 77,3/75,4, C5 82,2), C6 63,4 (63,1). Da im Gegensatz 
zum NMR-Spektrum der AnthraGlc die typischen Signale des anomeren C-Atoms von 
Fructosaminen (98 und 102 ppm) deutlich vorhanden sind, enthält das Präparat hauptsächlich 
das ARP. Die mit 79 % Peakfläche (C2) hauptsächlich vorkommende Form der Fructose ist 
eine Pyranose (vgl. LysFru), die Angaben in Klammern beziehen sich auf das Furanose-
Anomer. 
3.3.5.17 Prolinofructose (ProlinFru) 
Auswaage 0,864 g, molare Ausbeute 55 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz.  
Positiver Modus, Spraytip 4208 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1900 V.  
[M+H]+ 278,08, berechnete monoisotop. Masse 277,12. Nebenpeak mit 2 % Intensität 379,26, 
und dehydratisiertes Molekülion bei 260,08. 
Elementaranalyse:  
theoretisch: MW 277,26 g/mol, C11H19N1O7, C 47,65 %, H 6,91 %, N 5,05 %  
Analyse: C 46,48 %; H 7,33 %; N 4,90 %. Anteil ProlinFru im Präparat: 97,0 % 
NMR, 500 MHz, in D2O, 20 mg/800 µl, Angaben in ppm, Zuordnung mithilfe von COSY 
und HSQC, Angaben für Fructose in pyranoider Hauptform: 
1H: Prolin: H2 4,01dd, H3/3’ 1,97m/2,35m, H4/4’ 1,87m/2,03m, H5/5’ 3,18m/3,90m. 
Fructose: H1/1’ 3,32d/3,50d, H3 3,65d, H4 3,76dd, H5 3,87m, H6/6’ 3,62dd/3,89dd. 
Essigsäure n.n., Butanon n.n., Methanol n.n. Pyridin n.n. Fläche Prolin/Fructose 
korrespondiert, kein freies Prolin nachweisbar. 
13C: Prolin: C1 173,8, C2 71,3, C3 28,1, C4 23,2, C5 57,2. Fructose: C1 60,5, C2 95,5, C3 
69,8, C4 69,3, C5 68,8, C6 63,6. 
Neben der dargestellten Hauptform (β-Pyranose, 70 % Peakfläche der anomeren C2-Atome), 
wurden α-Furanose (101,6 ppm, 13 %) und β-Furanose (98,7 ppm, 17 %) identifiziert.  
3.3.5.18 Prolinoribulose (ProlinRul) 
Auswaage 0,212 g, molare Ausbeute 15 % 
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ESI-MS mit 10 mg/l Substanz:  
Positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1990 V.  
[M+H]+ 248,06, berechnete monoisotop. Masse 247,11. Nebenpeak mit 15 % Intensität 
230,04 (dehydratisiertes Molekülion) und 172,0, 174,0, 188,0 mit 5 % Intensität. Kein Prolin 
detektierbar (116). 
Elementaranalyse:  
theoretisch: MW 247,24 g/mol, C10H17N1O6, C 48,85 %, H 6,93 %, N 5,67 %  
Analyse: C 48,54 %; H 6,19 %; N 5,55 %.   
Anteil ProlinRul im Präparat unter Berücksichtigung von 16 mol% Pyridin (NMR): 73 % 
1H-NMR, 500 MHz, in D2O, 20 mg/800 µl, Angaben in ppm, Zuordnung mit COSY: 
Prolin: H2 4,0, H3/3’ 2,01m/2,33m, H4/4’ 1,85m/2,03m, H5/5’ 3,19m/3,99m. Ribulose: 
Bereich 3,0-4,6. Pyridin 8,68dd, 8,52m, 7,97t. Fläche 5H Pyridin: 2,5; 1H Prolin (H3’) 2,8.  
3.3.5.19 Pyrrolidinofructose (PyrrolFru) 
Auswaage 0,7843 g, molare Ausbeute 20 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz:  
Positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1990 V:  
[M+H]+ 234,12, berechnete monoisotop. Masse 233,13. Nebenpeaks 216,11 (10 % Intensität, 
Dehydratisierung), 225,11 (8 %). 
Elementaranalyse:  
theoretisch: MW 233,25 g/mol, C10H19NO5, C 51,49 %, H 8,21 %, N 6,00 %  
Analyse: C 41,93 %; H 7,34 %; N 4,59 %. Anteil PyrrolFru im Präparat: 76,5 % 
1H-NMR, 500 MHz, in D2O, 8 mg/750 µl, Angaben in ppm:  
Pyrrolidin: H2/5 3,05m, H2’/5’ 3,63m, H3/4 1,84m, H3’/4’ 1,96m. Fructose: H1/1’ 
3,29d/3,37d, H3 3,53d, H4 3,72dd, H5 3,85m, H6/6’ 3,61dd/3,84dd. Peakfläche Pyrrolidin 
und Fructose korrespondieren miteinander. 
3.3.5.20 Piperidinofructose (PipdinFru) 
Auswaage 4,86 g, molare Ausbeute 19 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz, positiver Modus:  
[M+H]+ 248,18,  berechnete monoisotop. Masse 247,14. Andere Signale < 2 % Intensität. 
Elementaranalyse:  
theoret.: MW 247,28 g/mol, C11H21N1O5, C 53,43 %, H 8,56 %, N 5,66 %.  
Analyse: C 52,69 %; H 8,51 %; N 5,59 %. Anteil PipdinFru im Präparat: 98,8 %. 
NMR, 500/125 MHz, 38 mg/750 µl in D2O, Zuordnung mit COSY und HSQC. Messtempera-
tur 21-22 °C. COSY mit Z-Gradient. 4 Scans/Experiment, 2048 Experimente, 46 min Mess-
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zeit. HSQC mit Z-Gradient, 4 Scans/Experiment, 2048 Experimente, 52 min Messzeit. 
Angaben in ppm: 
1H: Piperidin: H2/2’/6/6’ 2,47m/2,61m; H3/3’/5/5’ 1,45m, H4/4’ 1,32m. Fructose: H1/1’ 
2,48/2,61; H3 3,58d; H4 3,73dd; H5 3,83m, H6/6’ 3,51/3,84. Summe der Peakflächen von 
Fructose korrespondiert zu der von Piperidin.  
13C: Piperidin: C2/6 55,7; C3/5 24,5/24,7; C4 22,6. Fructose: C1 55,7 (?); C2 97,2; C3 69,9; 
C4 69,5; C5 69,0; C6 63,1.  
Fructose liegt zu über 80 % als β-Pyranose vor, wie anhand der Peakflächen der nichtzuge-
ordneten Minorsignale im 1H-Spektrum zwischen 3 und 4 ppm, sowie den sehr kleinen 
Nebensignalen im 13C-Spektrum geschätzt werden kann.  
3.3.5.21 Piperidinoribulose (PipdinRul) 
Auswaage 191,4 mg, molare Ausbeute 7 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz:  
Positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1990 V:  
[M+H]+ 218,12, berechnete monoisotop. Masse 217,13. Nebenpeaks 182,10 (20 %, zweifache 
Dehydratisierung), 209,12 (18 %), 200,11 (15 %, Dehydratisierung), und weitere kleinere.  
Elementaranalyse:  
theoret.: MW 217,26 g/mol, C10H19N1O4, C 55,28 %, H 8,81 %, N 6,45 %.  
Analyse: C 47,24 %; H 7,24 %; N 4,82 %. Anteil PipdinRul im Präparat: 74,7 %. 
1H-NMR, 500 MHz, 5,8 mg/750 µl in D2O, Angaben in ppm:  
Piperidin: Mehrere breite, nicht aufgelöste Signale bei 1,3, 1,6, 1,8 und 2,9, 3,4. Summe der 
Peakflächen korrespondiert zu Summe der Ribulosepeakflächen (2,8-4,4).  
Das Präparat scheint insgesamt nicht unrein zu sein, wie die stark gelbe Färbung, kleine H-
Signale im aromatischen Bereich (8,64, 8,45d, 7,23d, 6,16d, 5,77d, ca. 3 mol% Peakfläche) 
und das ESI-MS vermuten lassen. Piperidin sollte vor der Verwendung destilliert werden.  
3.3.5.22 Pipecolinofructose (PipcolFru) 
Auswaage 1,11 g, molare Ausbeute 26 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz:  
Positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1990 V:  
[M+H]+ 262,15, berechn. Monoisotop. Masse 261,16. Nebenpeaks 290,20 (75 % Intensität, 
evt. Ethylierung durch Einengen aus HCl-haltigem Ethanol), 253,15 (30 %), 267,17 (15 %), 
244,15 (15 %, Dehydratisierung). 
Elementaranalyse:  
theoret.: MW 261,31 g/mol, C12H23NO5, C 55,15 %, H 8,87 %, N 5,36 %.  
Analyse: C 49,16 %; H 8,40 %; N 4,40 %. Anteil PipcolFru im Präparat: 82,1 %. 
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1H-NMR, 500 MHz, 38 mg/750 µl in D2O, Angaben in ppm:  
Pipecolin: Mehrere breite, nicht aufgelöste Signale bei 3,0, 1,8d, 1,6, 1,35. P4 1,06t und 1,10t, 
P7 0,84d. Fructose: nicht aufgelöste Signale zwischen 3,45 und 4,1. Summe der Peakflächen 
korrespondiert annähernd zu Summe der Pipecolinopeakflächen.  
Das Präparat ist relativ unrein, wie aus NMR und MS sichtbar wird, enthält aber das Zielpro-
dukt als Hauptkomponente. 
3.3.5.23 Cyclohexylaminofructose (CyclamFru) 
Auswaage 58,5 mg, molare Ausbeute 9 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz:  
positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1990 V:  
[M+H]+ 262,18, berechn. Monoisotop. Masse 261,16. Nebenpeak 163,99 mit 5 % Intensität. 
Cyclohexylamin ([M+H]+ 100) wurde nicht detektiert. 
ASA (3.3.4.1): mit 40 mg/l Präparat: Peak bei 60,8 min. Mit 0,4 mM Cyclohexylamin kein 
Signal. 
Elementaranalyse:  
theoret.: MW 261,31 g/mol, C12H23NO5, C 55,16 %, H 8,87 %, N 5,36 %.  
Analyse: C 41,85 %; H 6,55 %; N 6,8 %. Anteil CyclamFru im Präparat 126,9%. Es ist 
wahrscheinlich Ammoniak oder auch Cyclohexylamin enthalten. 
1H-NMR, 500 MHz, 4 mg/750 µl in D2O, Angaben in ppm:  
Cyclohexylamin: Mehrere breite Signale bei 1,05, 1,19, 1,53m und 1,71, 1,92; 2,89t. 
Fructose: Signale zwischen 3,5 und 4,0. Peakflächen. Gesamtfläche Fructosepeaks korreliert 
annähernd mit Gesamtfläche Cyclohexylaminpeaks. 
Das Präparat ist insgesamt unrein, enthält laut MS und NMR jedoch hauptsächlich das 
Zielprodukt.  
3.3.5.24 Cyclohexylaminoribulose (CyclamRul) 
Auswaage 21,6 mg, molare Ausbeute 3 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz:  
Positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1990 V:  
[M+H]+ 232,17, berechn. Monoisotop. Masse 231,15. Nebenpeaks bei 175,14 (85 % Intensi-
tät), 262,18 (45 %, vermutlich CyclamFru aus vorangegangener Analyse), 253,15 (35 %), 
158,14 (25 %). Cyclohexylamin ([M+H]+ 100) nicht detektiert. 
ASA (3.3.4.1): mit 0,4 mM Cyclohexylamin kein Signal. 
Elementaranalyse:  
theoret.: MW 231,28 g/mol, C11H21NO4, C 57,12 %, H 9,15 %, N 6,06 %.  
Analyse: C 46,39 %; H 6,93 %; N 11,87 %. Anteil CyclamRul im Präparat mit Elementarana-
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lyse nicht bestimmbar, da deutlich zu hoher Stickstoffgehalt. Reste von Cyclohexylamin 
wahrscheinlich; Pyridin in NMR nur in geringen Mengen detektierbar. 
1H-NMR, 500 MHz, 4,4 mg/750 µl in D2O, Angaben in ppm:  
Cyclohexylamin: Mehrere breite, nicht aufgelöste Signale bei 1,06, 1,20, 1,53, 1,72, 1,79, 
1,96 und 3,12. Summe der Peakflächen korreliert annähernd mit Summe der Ribulosepeakflä-
chen (3,5-4,2).  
Das Präparat ist insgesamt unrein, enthält größere Mengen Amine und Fremdprodukte. Das 
Zielprodukt ist laut MS dennoch charakteristisch. 
3.3.5.25 Piperazinofructose (PiprazFru) 
Auswaage 0,366 g, molare Ausbeute 10 % 
ESI-MS mit 12 mg/l Substanz.  
Positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1990 V:  
[M+H]+ 249,01, berechn. monoisotop. Masse 248,14. Nebenpeak 195,01 mit 10 % Intensität. 
Elementaranalyse:  
theoret.: MW 248,27 g/mol, C10H20N2O5, C 48,37 %, H 8,12 %, N 11,28 %.  
Analyse: C 34,62 %; H 6,94 %; N 7,94 %. Anteil PiprazFru unter Berücksichtigung des 
molaren Pyridinanteils von 11,6 % im Präparat: 64,5 %. 
NMR, 500 MHz/125 MHz, 20 mg/750 µl in D2O, Angaben in ppm: 
1H: Piperazin (ARP-N = 1): H2/2’ und 6/6’ breites Signal 3,5, H3/3’ und 5/5’ breites Signal 
3,66m. Summe der Peakflächen korrespondiert mit der Summe der Fructosepeakflächen. 
Fructose: H1/1’ 3,38d/3,45d, H3 3,54d, H4 3,71dd, H5 3,65m, H6/6’ 3,62dd/3,84m. Pyridin: 
H2/6 8,63d, H3/5 7,93t, H4 8,48t. Ethanol: H1/1’ 3,75q, H2/2’/2’’ 1,00t.  
13C: Piperazin: C2/6 50,4, C3/5 40,2. Fructose: C1 61,6, C2 95,92, C3/4/5 69,5/68,6/68,9, C6 
63,8. Pyridin: C2/6 147,1, C3/5 127,3, C4 140,9. Ethanol: C1 57,3, C2 16,6. 
Fructose liegt überwiegend als β-Pyranose vor, für die auch die Signale angegeben wurden. 
Für C2 sind außerdem die beiden Furanose-Signale 98,9 (β) und 101,9 (α) im 13C-Spektrum 
sichtbar. Deren Flächenverhältnis beträgt 66 % für die Pyranose, 11 % für die α-Furanose und 
23 % für die β-Furanose. Ethanol konnte im 1H-NMR zu 3,8 % (w/w) detektiert werden, 
Pyridin ist ebenfalls zu 3,8 % w/w enthalten, was einem molaren Anteil an stickstoffhaltigen 
Molekülen von 11,6 % entspricht. 
3.3.5.26 Piperazinoribulose (PiprazRul) 
Auswaage 128,1 mg, molare Ausbeute 4 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz:  
Positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1990 V:  
[M+H]+ 219,12, berechn. monoisotop. Masse 218,13. Nebenpeaks minimal. 
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Elementaranalyse:  
theoret.: MW 218,24 g/mol, C9H18N2O4, C 49,53 %, H 8,31 %, N 12,84 %.  
Analyse: C 37,15 %; H 7,16 %; N 9,07 %. Anteil PiprazRul im Präparat: 70,6 %. 
1H-NMR, 500 MHz, 5,3 mg/750 µl in D2O, Angaben in ppm: 
Piperazin (ARP-N = 1): H2/2’ und 6/6’ breites Signal bei 3,50. H3/3’ und 5/5’ breites Signal 
bei 3,67. Summe der Peakflächen korrespondiert mit der Summe der Ribulosepeakflächen 
zwischen 3,2 und 4,4. 
3.3.5.27 N-Methylpiperazinofructose (MePiprazFru) 
Auswaage 1,012 g, molare Ausbeute 8 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz:   
Positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1990 V:  
[M+H]+ 263,10. berechn. monoisotop. Masse 262,15. Molekülion ist einziges Signal. 
Elementaranalyse:  
theoret.: MW 262,30 g/mol, C11H22N2O5, C 50,37 %, H 8,45 %, N 10,68 %.  
Analyse: C 50,42 %; H 8,64 %; N 10,68 %. Anteil MePiprazFru im Präparat: 100 %. 
NMR, 500 MHz/125 MHz, 37 mg/750 µl in D2O, Angaben in ppm: 
1H: 4-Methylpiperazin: H2/3/5/6 sehr breites Signal bei 2,4, H7 2,1. Fructose: H1/1’ sehr 
breite Signale bei 2,7 und 3,65. H3 3,56d, H4 3,73dd, H5 3,83m, H6/6’ 3,48dd/3,88dd. 
Summe der Peakflächen korrespondiert mit der Summe der Methylpiperazinpeakflächen. 
13C: 4-Methylpiperazin: C2/3/5/6 53,5, C7 44,1. Fructose: C1 61,7, C2 97,4, C3/4/5 
69,6/68,9/69,5, C6 63,0.  
Fructose liegt ausschließlich als β-Pyranose vor, da anders als bei den meisten Präparaten 
weder im 13C- noch im 1H-Spektrum Nebensignale detektierbar waren und die vorhandenen 
Signale von C2 und C5 der β-pyranoiden Form entsprechen (Mossine et al., 1994).  
3.3.5.28 Morpholinofructose (MorphoFru) 
Auswaage 11,9 g, molare Ausbeute 48 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz, positiver Modus:   
[M+H]+ 250,13, berechn. monoisotop. Masse 249,12. Nebenpeaks aus Lösungsmittel; 
Molekülion ist einziges Signal. 
Elementaranalyse:  
theoret.: MW 249,25 g/mol, C10H19N1O6, C 48,18 %, H 7,68 %, N 5,62 %.  
Analyse: C 48,17 %; H 7,63 %; N 5,65 %. Anteil MorphoFru im Präparat: 100 %. 
NMR, 500 MHz/125 MHz, in D2O, Angaben in ppm: 
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1H: Morpholin (N = 1, O = 4): H2/2’ und 6/6’ mehrere nicht aufgelöste Signale zwischen 2,45 
und 2,75, H3/3’ und 5/5’ 3,63m. Summe der Peakflächen korrespondiert zu Summe der 
Fructosepeakflächen. Fructose H1/1’ 2,52d/2,66d, H3 3,57d, H4 3,74dd, H5 3,85m, H6/6’ 
3,51dd/3,88dd. 
13C: Morpholin (N = 1, O = 4): C2/6 54,3, C3/5 66,4. Fructose: C1/6 62,9/63,1, C2 97,5, 
C3/4/5 69,7/68,9/69,5.  
Wie bei MePiprazFru liegt Fructose ausschließlich als β-Pyranose vor, da anders als bei den 
meisten Präparaten weder im 13C- noch im 1H-Spektrum Nebensignale detektierbar waren und 
die vorhandenen Signale von C2 und C5 der β-pyranoiden Form entsprechen (Mossine et al., 
1994).  
3.3.5.29 Morpholinoribulose (MorphoRul) 
Auswaage 622 mg, molare Ausbeute 24 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz  
Positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1990 V 
[M+H]+: 220,10. Nebensignale 234,11 (10 % Intensität, evt. Methylierung in salzsaurer, 
methanolischer Lösung beim Einengen), 202,09 (10 %, Dehydratisierung), monoisotop. 
Masse 219,11. 
Elementaranalyse:  
theoret.: MW 219,23 g/mol, C9H17NO5, C 49,31 %, H 7,82 %, N 6,39 %.  
Analyse: C 42,44 %; H 7,56 %; N 5,51 %. Anteil MorphoRul im Präparat: 86,2 %. 
NMR, 500/125 MHz, 20 mg/750 µl in D2O, Angaben in ppm mit Kopplungskonstante J in 
Klammern (Hz). Zuordnung mithilfe von COSY, HSQC und HMBC. Messtemperatur 21-22 
°C. COSY 4 Scans/Experiment, 2048 Experimente, 46 min Messzeit. HSQC 12 
Scans/Experiment, 2048 Experimente, 53 min Messzeit. HMBC 24 Scans/Experiment, 2048 
Experimente, 283 min Messzeit. Zuordnung der Signale zu Anomeren anhand 
HMBC/HSQC/COSY. Identifizierung der Anomeren durch Vergleich mit Verschiebungen 
von LysRul (Hellwig und Henle, 2010), für offenkettige Form auch durch Gleichheit der 
H5/5’-Signale. 
1H: Morpholin: 4 breite Signale bei 3,3, 3,6m, 3,8 und 4,0 ppm. Ribulose: β-Furanose: H1/1’ 
3,28d/3,34d (13,75), H3 4,24d (4,45), H4 4,38m, H5/5’ 3,83dd/4,05dd (J2 10,4, J3 2,0/3,5). α-
Furanose: H1/1’ 3,27d/3,39d (13,60), H3 3,92d (5,05), H4 4,38m, H5/5’ 3,87dd/3,94m (J2 
10,3, J3 2,1/?). Ketoform: H1/1’ 3,2-3,4, H3 4,33d (4,40), H4 3,97d (4,5), H5/5’ 4,44 d (4,8). 
13C: Morpholin: C2/3/5/6: 60,3/63,2/63,3/63,8. Ribulose: β-Furanose: C1 59,9, C2 103,5, C3 
78,2, C4 70,9, C5 71,0. α-Furanose: C1 61,6, C2 99,7, C3 73,4, C4 69,3, C5 71,7. Ketoform: 
C1 52,4, C2 203,8, C3 76,2, C4 72,7, C5 62,5. 
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Die Mengenverhältnisse der anomeren Formen wurden anhand der Peakflächen von C3 und 
C4 im 13C-Spektrum bestimmt, da im 1H-Spektren nicht für jede Form ein Signal ausreichend 
von anderen abgetrennt vorlag. Die β-Furanose ist mit ca. 45 % die Hauptform. Die offenket-
tige Ketoform ist mit 31 % die zweithäufigste, während α-Furanose nur zu 24 % gefunden 
wurde.  
3.3.5.30 Morpholinopsicose (MorphoPsi) 
Auswaage 34,5 mg, molare Ausbeute 12 % 
ESI-MS mit 20 mg/l Substanz,  
Positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1990 V:  
[M+H]+ 250,00, berechn. monoisotop. Masse 249,12. Molekülion ist das einzige Signal.  
Elementaranalyse:  
theoret.: MW 249,25 g/mol, C10H19N1O6, C 48,18 %, H 7,68 %, N 5,62 %.  
Analyse: C 39,12 %; H 7,71 %; N 4,73 %. Anteil MorphoPsi im Präparat: 84,2 %. 
1H-NMR, 500 MHz, 15 mg/750 µl in D2O, Angaben in ppm: 
Morpholin: 4 breite Signale bei 3,25, 3,60, 3,82 und 3,98. Psicose: Zahlreiche Signale 
zwischen 3,15 und 4,45 ppm, nicht zuzuordnen. Keine Signale von Pyridin o.a. Lösungsmit-
teln. 
3.3.5.31 Morpholinotagatose (MorphoTag) 
Auswaage 3,18 g, molare Ausbeute 12 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz, positiver Modus : 
[M+H]+ 250,13, berechn. monoisotop. Masse 249,12. Nebensignal 232,12 (Dehydratisierung). 
Elementaranalyse:  
theoret.: MW 249,25 g/mol, C10H19N1O6, C 48,18 %, H 7,68 %, N 5,62 %.  
Analyse: C 47,70 %; H 7,89 %; N 5,47 %. Anteil MorphoTag im Präparat: 97,3 %. 
NMR, 500 MHz, 21 mg/750 µl in D2O, Angaben in ppm: 
1H: Morpholin (N = 1, O = 4): H2/2’ und 6/6’ mehrere nicht aufgelöste Signale zwischen 2,45 
und 2,8, H3/3’ und 5/5’ 3,62m. Tagatose: H1/1’ zwischen 2,5 und 2,7. H3/4/5/6 zwischen 3,4 
und 4,3. Methanol 3,23s. 
13C: Morpholin (N = 1, O = 4): C2/6 54,1, C3/5 66,4. Tagatose (Hauptform): C1/6 60,1?/61,9, 
C2 97,4, C3 72,1, C4 71,0, C5 66,1. Methanol 48,7. 
Das Präparat enthält Reste von Methanol. Der Tagatoseteil liegt, nach der Verschiebung von 
C2 zu urteilen, hauptsächlich als α-Pyranose vor (Jones et al., 2007), die anderen drei 
Anomere sind in deutlichen Mengen vorhanden. 
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3.3.5.32 Thiomorpholinofructose (ThiomoFru) 
Auswaage 0,801g, molare Ausbeute 48 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz,  
Positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1990 V:  
[M+H]+ 266,09, berechn. monoisotop. Masse 265,10. Molekülion ist das einzige Signal. 
ASA (3.3.4.1) mit 0,4 mM Thiomorpholin: kein Signal. 
Elementaranalyse:  
theoret.: MW 265,23 g/mol, C10H19N1O5S1, C 45,28 %, H 7,22 %, N 5,28 %, S 12,05 %  
Analyse: C 45,77 %; H 7,75 %; N 5,32 %, S 11,45 %. Anteil ThiomoFru im Präparat rechne-
risch 100,8 % ausgehend vom Stickstoffgehalt und 94,7 % ausgehend vom Schwefelgehalt. 
Da S bei der Elementaranalyse unpräziser als N quantifiziert wird und zudem das C/S-
Verhältnis im Präparat stärker als das C/N-Verhältnis vom theoretischen Wert abweicht, wird 
der Gehalt des Präparates mit 100 % angegeben. 
1H-NMR, 500 MHz, 6,4 mg/750 µl in D2O, Angaben in ppm: 
Thiomorpholin (N = 1, S = 4): H3/3’ und 5/5’ 2,59m, H2/2’ und 6/6’ mehrere breite Signale 
zwischen 2,6 und 2,9, Summe der Peakflächen korrespondiert zu Summe der Fructose-
peakflächen. Fructose: H1/1’ 2,75/2,89, H3 3,52d, H4 3,74dd, H5 3,84m, H6/6’ 
3,51dd/3,88dd.  
3.3.5.33 Thiomorpholinoribulose (ThiomoRul) 
Auswaage 0,419 g, molare Ausbeute 14 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz:  
Positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1990 V:  
[M+H]+ 236,08. berechn. monoisotop. Masse 235,09. Nebensignale 250,11 (15 % Intensität, 
evt. Methylierung), 276,12 (8 % Intensität), 331,30 (8 % Intensität), 218,07 (7 % Intensität, 
Dehydratisierung des Zielproduktes) 
ASA (3.3.4.1) mit 0,4 mM Thiomorpholin: kein Signal. 
Elementaranalyse:  
theoret.: MW 235,29 g/mol, C9H17N1O4S1, C 45,95 %, H 7,28 %, N 5,96 %, S 13,59 %  
Analyse: C 38,23 %; H 6,69 %; N 4,60 %, S 10,33 %. Anteil ThiomoFru im Präparat berech-
net aus dem Stickstoffgehalt: 77,3 %. 
1H-NMR, 500 MHz, 10 mg/750 µl in D2O, Angaben in ppm:  
Thiomorpholin: vier breite Signale zwischen 2,7 und 4,0 von ähnlicher Form wie im 1H-NMR 
von ThiomoFru. Summe der Peakflächen korrespondiert zu Summe der Ribulosepeakflächen 
(3,2-4,5, abzüglich 4 H von Thiomorpholin).  
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Das Präparat enthält möglicherweise S- oder O-Methyl-ThiomoRul, da bei Kristallisations-
versuchen Methanol zum trockenen, salzsauren Destillationsrückstand gegeben und dieses 
wieder eingedampft wurde. Das entsprechende Signal von [M+H+CH3-H]+ ist im ESI-MS mit 
15 % Intensität sichtbar. Wegen der geringeren Elektronegativität des Schwefels ist die 
Methylierung dort eher zu erwarten als an den Hydroxygruppen des Zuckers.  
3.3.5.34 Thiazolidinofructose (ThiazoFru) 
Auswaage 0,170 g, molare Ausbeute 10 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz:  
Positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1990 V:  
[M+H]+ 252,09, berechnete monoisotop. Masse 251,08. Nebenpeak mit 15 % Intensität: 
234,08 (Dehydratisierung). 
ASA (3.3.4.1) mit 0,4 mM Thiazolidin: kein Signal. 
Elementaranalyse:  
theoret.: MW 251,23 g/mol, C9H17N1O5S, C 43,01 %, H 6,82 %, N 5,58 %, S  12,76 %. 
Analyse: C 43,07 %; H 6,89 %; N 5,39 %, S 12,79 %. Anteil ThiazoFru im Präparat auf 
Grundlage des präziser bestimmbaren Stickstoffgehaltes: 96,8 % (freie Base) 
NMR, 20 mg/750 µl in D2O, 1H 500 MHz, 13C 150 MHz, COSY 600 MHz, HSQC 600/150 
MHz. Angaben in ppm:  
1H: Thiazolidin: H2/2’ 4,00d, H4/4’ 2,82m, H5/5’ 3,01t. Fructose: H1/1’ 2,48d/2,60d, H3 
3,62d, H4 3,77dd, H5 3,87m, H6/6’ 3,57dd/3,91dd. Methanol: 3,24s. Summe der Peakfläche 
von Thiazolidin korrespondiert zu Summe der Fructosepeakflächen, Methanol zu 2 mol% 
enthalten. 
13C: Thiazolidin: C1 61,7, C4 28,8, C 59,5. Fructose: C1 58,3, C2 98,2, C3 69,0, C4 69,4, C5 
69,2, C6 63,3. Hauptform der Fructose ist nach Verschiebung von C2 beurteilt die β-
Pyranose. Die Peakfläche dieses Atoms beträgt ca. 77 %, daneben sind 17 % und 5 % der 
Furanoseformen laut Peakflächenanteilen enthalten.  
3.3.5.35 Thiazolidinoribulose (ThiazoRul) 
Auswaage 0,116 g, molareAusbeute 10 % 
ESI-MS mit 10 mg/l Substanz:  
Positiver Modus, Spraytip 4812 V, Nozzle 100 V, Reflector 1550 V, Detector 1990 V:  
[M+H]+ 222,07. berechn. monoisotopische Masse 221,07. Nebenpeak 204,05 (14 % Intensi-
tät), 192,05 (8 % Intensität). 
ASA (3.3.4.1) mit 0,4 mM Thiazolidin: kein Signal. 
Elementaranalyse:  
theoret.: MW 221,20 g/mol, C8H15N1O4S, C 43,44 %, H 6,83 %, N 6,33 %, S 14,49 %.  
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Analyse (Einfachbestimmung): C 36,99 %; H 6,43 %; N 5,41 %, S 11,22 %. Anteil Thiazo-
Rul im Präparat, basierend auf N-Anteil: 85,5 %. 
1H-NMR, 500 MHz, 19 mg/750 µl in D2O. Signale nicht zugeordnet, Bereich 3,1 bis 4,6 ppm 
plausibel für Ribulose und Thiazolidin. Kein Pyridin detektierbar. 
3.4 Zellkultur 
In der Arbeit wurden Caco-2-Zellen der Deutschen Stammsammlung für Mikroorganismen 
und Zellen (DSZM Nr. ACC 169) verwendet, für Vorversuche auch Caco-2-Zellen von Frau 
Prof. Kulling des Deutschen Instituts für Ernährungsforschung, Potsdam-Rehbrücke (Lunow, 
2009) und HT-29-Zellen der DSZM (Nr. ACC 299, Käppler, 2010). Alle sterilen Arbeiten 
wurden an einer Sicherheitswerkbank Klasse 2 (Laminar Flow) durchgeführt. Dampfsterili-
siert wurden Instrumente und hitzestabile Lösungen, sowie feste und flüssige Abfälle bei 
121 °C mit 20 min Heißhaltezeit. Pasteurpipetten aus Glas wurden in geeigneten Alucontai-
nern bei 200 °C für 2 h heißluftsterilisiert. 
3.4.1 Medien und Reagenzien 
PBS-Puffer 
Zur Herstellung einer 10-fach konzentrierten Lösung wurden 100 g NaCl, 14 g Na2HPO4, 
2,5 g KCl und 2,5 g KH2PO4 in 950 ml bidest. Wasser gelöst, der pH-Wert mit Salzsäure oder 
Natronlauge auf 7,4 eingestellt, die Lösung auf 1 l aufgefüllt und portioniert eingefroren. 
50-ml-Portionen der Stammlösung wurden vor Verwendung mit 450 ml bidest. Wasser 
verdünnt, der pH-Wert geprüft und die Lösung autoklaviert. Endkonzentration: Na+ 190 mM, 
K+ 5 mM, Cl- 175 mM, Phosphat 10 mM. 
Fertigreagenzien 
FKS, Penicillin/Streptomycin und die Lösung nichtessentieller Aminosäuren wurden portio-
niert in PP-Röhrchen bei -21 °C gelagert. 
DMEM-Medium zur Anzucht 
Zu 500 ml Fertigmedium DMEM wurden steril 57 ml FKS und 5,7 ml Penicillin/Strepto-
mycin-Lösung gegeben und die Mischung über maximal zwei Wochen im Kühlschrank 
aufbewahrt. Endkonzentration: 10 % FKS, 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin. 
MEM-Medium zur Kultur 
Zu 500 ml Fertigmedium MEM wurden steril 57 ml FKS, 5,7 ml Penicillin/Streptomycin und 
5,7 ml nichtessentielle Aminosäuren-Lösung gegeben und die Mischung über maximal zwei 
Wochen im Kühlschrank aufbewahrt. Endkonzentration: 10 % FKS, 100 U/ml Penicillin, 
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0,1 mg/ml Streptomycin. Die Endkonzentration der anderen Substanzen im Medium kann aus 
in Tabelle 3-4 angegebenen Zusammensetzung der Fertigreagenzien berechnet werden. 
Trypsin-EDTA-Lösung für Caco-2-Zellen 
Zu 18 ml Trypsin-EDTA-Lösung (1 ×) wurden 2 ml Trypsin (10 ×) gegeben und die Lösung 
zu 2 ml portioniert eingefroren. Endkonzentration Trypsin 3,0 mg/ml, EDTA 0,2 mg/ml.  
3.4.2 Kultivierung 
Die Zellen wurden generell mit 10 % FKS und carbonatgepufferten Medien bei 37 °C unter 
5 % CO2 und praktisch wassergesättigter Atmosphäre kultiviert. Die Zellkulturen wurden 
regelmäßig mikroskopisch auf Kontaminationen und andere Unregelmäßigkeiten untersucht. 
3.4.2.1 Anzucht nach dem Auftauen 
Die Kryokultur mit ca. 106 Zellen wurde aufgetaut, in 10 ml DMEM-Medium überführt, bei 
800 × g für 2 min zentrifugiert, das Zellpellet erneut mit 10 ml DMEM-Medium gewaschen 
und schließlich in 7 ml DMEM-Medium in eine 25-cm2-Kulturflasche überführt. Erst nach 
einigen Tagen konnte unter dem Mikroskop der Beginn der Zellteilung beobachtet werden. 
Alle zwei Tage wurde das Medium abgesaugt, die Zellen wurden mit 3 ml PBS-Puffer 
gewaschen und mit 7 ml frischem DMEM-Medium überschichtet. Kurz vor Erreichen der 
Konfluenz wurden sie wie in 3.4.2.2 beschrieben passagiert. 
3.4.2.2 Kultivierung zur Vermehrung der Zellen (Passagieren) 
In 75-cm2-Kulturflaschen wurden die Zellen subkonfluent gehalten. Das Medium, DMEM-
Medium für die ersten zwei Passagen nach dem Auftauen, MEM-Medium für länger etablierte 
Kulturen, wurde zweitäglich gewechselt, indem das alte abgesaugt, die Zellen mit 5 ml PBS-
Puffer gewaschen und mit 15 ml frischem Medium überschichtet wurden.  
Bei ca. 95 % Konfluenz wurden die Zellen passagiert, indem sie zweimal mit je 7 ml PBS-
Puffer gründlich gewaschen wurden und dann mit 2,5 ml Trypsin-EDTA (2,5 mg/ml Trypsin, 
0,20 mg/ml EDTA) für 1 min bei Raumtemperatur geschwenkt wurden. Nach dem Absaugen 
von überschüssiger Flüssigkeit wurde für weitere 5 min bei 37 °C inkubiert und anschließend 
die Zellen in 10 ml Medium suspendiert.  
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 20 µl der Suspension mit 200 µl Trypanblau-Lösung 
gefärbt und in der Neubauer-Zählkammer bei 100-facher Vergrößerung ausgezählt, indem die 
nicht blau gefärbten, intakten Zellen in den vier großen, äußeren Feldern des Kreuzes gezählt 
wurden. Der Mittelwert für ein Feld mit 10000 (Faktor für das Zählkammervolumen) und 
dem Verdünnungsfaktor 11 multipliziert ergab die Zellzahl pro Milliliter Suspension. Eine 
fast konfluente Kultur mit 75 cm2 Wachstumsfläche enthielt durchschnittlich 20·106 Zellen. 
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In eine neue 75-cm2-Kulturflasche wurden ca. 0,5 ml Suspension mit 1·106 Zellen und 15 ml 
Medium gegeben. In der etablierten Kultur mit MEM-Medium verdoppelte sich die Zellzahl 
etwa alle 24 h, so dass nach 6 Tagen erneut passagiert wurde. 
3.4.2.3 Kryokonservierung von Zellen 
Zur Konservierung gesunder Zellen wurden beim Passagieren wie in 3.4.2.2 beschrieben nach 
der Trypsinierung nicht 10 ml Medium, sondern 5 ml zur Suspendierung der Zellen verwen-
det und diese nach dem Zellzählen ggf. so verdünnt, dass in 0,50 ml 2·106 Zellen enthalten 
waren. 0,5 ml der Zellsuspension wurden zu 0,5 ml Einfriermedium (Mischung aus 1 ml 
DMSO und 4 ml FKS) in Cryotubes pipettiert, die Tubes geschwenkt, sofort bei -21°C 
eingefroren und nach dem Erstarren bei -80 °C gelagert. 
3.4.2.4 Kultivierung zur Differenzierung von Zellen 
Zur Differenzierung blieben die Zellen nach Konfluenz im Kulturgefäß, so dass sie sich nicht 
weiter teilten, sondern zu einer dem Dünndarmepithel ähnlichen Gewebeschicht differenzier-
ten.  
In 96-Well-Zellkulturplatten wurden nur die 60 inneren Wells mit Zellen besetzt, die Ränder 
hingegen mit MEM-Medium gefüllt, um Verdunstungseffekte zu vermeiden. Von einer 
Zellsuspension (aus 3.4.2.2) mit 600 000 Zellen/ml wurden je 100 µl in Wells pipettiert 
(170 000 Zellen/cm2), so dass die Zellen schon nach einer Teilung innerhalb vom 48 h 
konfluent waren. Täglich wurde das alte Medium vorsichtig abgesaugt und 100 µl frisches 
MEM-Medium mit einer Mehrkanalpipette hinzugefügt, ohne den anfangs sehr empfindlichen 
Zellrasen zu verletzen. 
In 24-Well-Zellkulturplatten wurden die Wells mit 500 µl einer Zellsuspension aus 3.4.2.2 
von 680 000 Zellen/ml gefüllt (170 000 Zellen/cm2), die Konfluenz war nach zwei Tagen 
erreicht. Auch hier wurde täglich das Medium gewechselt und 500 µl frisches MEM-Medium 
mit einer Step-Pipette vorsichtig am Gefäßrand hinzugefügt. 
3.4.2.5 Vorbereitung der Zellen für Disaccharidase-Aktivitätstests 
Ab dem 12. Tag nach Erreichen der Konfluenz konnten die Zellen für Disaccharidase-
Enzymaktivitätstests verwendet werden. Die Enzymaktivität stieg jedoch bei weiterer Kulti-
vierung an, so dass sie parallel zum Versuch bestimmt wurde.  
Die α-glucosidische Aktivität der SI war bereits ohne weitere Behandlung ausreichend stark 
ausgeprägt. Die Zellkulturplatten wurden lediglich zur Entfernung von Medienresten, insbe-
sondere Glucose, fünfmal mit PBS-Puffer gewaschen (100 µl für 96-Well-Platten oder 500 µl 
für 24-Well-Platten), ohne den Zellrasen zu verletzen. 
Die β-galactosidische Aktivität der LPH wurde durch Behandlung mit Forskolin induziert. 
Hierfür wurde eine 812 µM Stammlösung von Forskolin in 67-%igem (v/v) Ethanol (Lage-
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rung bei -80 °C) mit MEM-Medium auf 15 µM verdünnt und die Zellen für 4 bis 5 h mit 100 
bzw. 500 µl dieses Mediums inkubiert. Direkt im Anschluss wurden sie 5-fach mit PBS-
Puffer gewaschen und für die LPH-Aktivitätstests eingesetzt. 
Wurde bei den Aktivitätstests nach 3.5.2 und 3.5.4 steril gearbeitet, konnten die Zellen im 
Anschluss weiter kultiviert und am nächsten Tag erneut verwendet werden. Dafür wurden sie 
nach den Tests dreimal mit PBS-Puffer gewaschen und mit 100 bzw. 500 µl MEM-Medium 
überschichtet. Lediglich durch Desoxygalactonojirimycin wurden die Zellen so stark geschä-
digt, bzw. die Disaccharidasen dauerhaft gehemmt, dass sie nicht für weitere Tests verwendet 
werden konnten. Auch wurde nicht getestet, welchen Einfluss die Forskolinbehandlung auf 
die α-glucosidische Aktivität hat. 
3.4.3 Kontrolle auf Mycoplasmen 
Die Zellkultur wurde alle zwei Monate auf eine Kontamination mit Mycoplasmen geprüft, 
indem eine PCR mit Venor®GeM Mycoplasma Detection Kit der Firma Minerva Biolabs 
durchgeführt wurde. Die Nachweisgrenze bei diesem Verfahren beträgt 2 bis 5 Mycoplasmen 
je Probe; erfasst werden durch die Amplifikation eines hoch konservierten Abschnitts im 
Genom für die 16S-rRNA mehr als 10 Mycoplasma-, Ureaplasma- und Acholeplasmaarten, 
inklusive der häufig in Zellkultur vorkommenden Arten. 
Probenvorbereitung 
Die Zellen wurden für eine Woche mit Penicillin/Streptomycin als Antibiotikum kultiviert, da 
Gentamicin die PCR hemmen kann, und bei 90 bis 100 % Konfluenz getestet. 100 µl des für 
24 bis 48 h auf den Zellen inkubierten Kulturmediums wurden in ein steriles Tube überführt, 
für 5 min in einem kochenden Wasserbad aufgeschlossen, um DNAsen zu inaktivieren und 
die Mycoplasmen zu lysieren. Nach Zentrifugation bei 13000 × g für 5 s wurden 2 µl des 
Lysats zur PCR eingesetzt. 
PCR 
Nucleotide, Primer, DNA für eine Positivkontrolle, DNA für die interne Kontrolle, Puffer, 
sowie DNA-freies Wasser waren Bestandteil des Testkits. Als DNA-Polymerase wurde pro 
Ansatz 1 U Taq-Polymerase verwendet. Alle Bestandteile wurden nach Anleitung des 
Herstellers in sterilen 500µl-Tubes mit sterilen Filterpipettenspitzen zu einem Mastermix 
kombiniert, portionsweise mit 2 µl Probe versetzt, geschüttelt, kurz bei 13000 × g zentrifu-
giert, mit Mineralöl als Verdunstungsschutz überschichtet und im PCR-Cycler amplifiziert.  
Programm: 2 min 94 °C, dann 39 Zyklen [30 s 94 °C, 30 s 55 °C, 30 s 72 °C]. 
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Elektrophorese der Amplifikate 
Elektrophoresepuffer 10-fach: 54,52 g TRIS, 27,83 g Borsäure, 3,72 g EDTA-Dinatriumsalz in 
950 ml bidest. Wasser gelöst, mit Salzsäure auf pH 8,00 eingestellt und auf 1 l aufgefüllt. Zur 
Elektrophorese 1:10 mit bidest. Wasser verdünnt eingesetzt.  
Probenaufgabepuffer: 0,05 % Bromphenolblau in 40 % Glycerol 
Gel: Agarose, 1,5 % in Elektrophoresepuffer. 0,75 g in 50 ml unter Rühren in der Wärme gelöst, 
dann blasenfrei in eine plane Horizontalkammer, 10 × 10 cm mit Kamm für 10 Proben, gegossen.  
Probenaufgabe: 3 µl Probenaufgabepuffer wurden mit 10 µl PCR-Lösung auf Parafilm® gemischt, 
und vollständig in die Geltasche eingebracht. Als Größenstandard wurde DNA-ladder 
100…1500 bp aufgetragen.  
Elektrophorese: 100 V, ca. 50 mA, 1 h 
Auswertung 
Das Gel wurde komplett in eine Lösung von 1,5 mg/l Ethidiumbromid getaucht, 20 min 
geschwenkt und unter UV-Licht bei 312 nm betrachtet. Die Bande der internen Kontrolle von 
191 bp zeigte den fehlerfreien Ablauf der PCR in der jeweiligen Probe an. Eine Bande von ca. 
270 bp erschien in der Positivkontrolle und bei einer Mycoplasmenkontamination.  
Die für die nachfolgend beschriebenen Versuche verwendeten Zellkulturen waren mycoplas-
menfrei. Kontaminationen wurden bekämpft, indem alle zu der Zeit im Labor vorhandenen 
lebenden Kulturen vernichtet und das Labor gründlich desinfiziert wurde.  
3.5 Enzymaktivitätstests für zelluläre Disaccharidasen 
3.5.1 Aktivität gegenüber Nitrophenylglycosiden 
Die Aktivität der zellmembranständigen Disaccharidasen wurde in Anlehnung an Tests für 
mikrobielle Disaccharidasen (Ball et al., 2008; Lunow, 2009) in Mikrotiter-Zellkulturplatten 
mit den photometrisch messbaren Substraten p-Nitrophenyl-α-D-Glucopyranosid (pNPGlc) 
für α-glucosidische Aktivität und p-Nitrophenyl-β-D-Galactopyranosid (pNPGal) für β-galac-
tosidische Aktivität entwickelt. Als Maß für die Enzymreaktion diente dabei die Absorption 
von p-Nitrophenol bei 405 nm, welches aus dem Nitrophenylglycosid durch die Gegenwart 
der Zellen freigesetzt wurde. Damit wurde zum einen die Enzymaktivität als Merkmal für die 
Zelldifferenzierung in 96-Well- und 24-Well-Zellkulturplatten bestimmt, und zum anderen in 
96-Well-Zellkulturplatten die Hemmung durch verschiedene Substanzen anhand von IC50-
Werten charakterisiert.  
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3.5.1.1 Reagenzien 
MES-Puffer, 50 mM, pH 6,0: 2,44 g MES wurden in 200 ml bidest. Wasser gelöst, der pH-
Wert mit 1 M NaOH auf 6,0 gebracht und die Lösung auf 
250 ml aufgefüllt 
Substratlösung, 6 mM: 18,0 mg pNPGlc oder pNPGal wurden in 10 ml MES-Puffer 
frisch gelöst 
Stopp-Lösung, Na2CO3 100 mM: 0,530 g Na2CO3 wurden in 50 ml bidest. Wasser gelöst 
Enzymquelle: Zellrasen am Boden der Mikrotiterplatte, mindestens 12 d 
konfluent; nach 3.4.2.5 vorbereitet 
Inhibitorlösung: Je nach untersuchter Substanz und erwarteter Inhibierung 
wurde eine Lösung in der doppelten Konzentration der 
höchsten gewünschten Inhibitorkonzentration im Assay mit 
MES-Puffer hergestellt und der pH-Wert überprüft.  
3.5.1.2 Kalibrierung mit p-Nitrophenol 
Da die Extinktion von p-Nitrophenol stark vom pH-Wert abhängig ist, wurde die Kalibrierung 
unter denselben Bedingungen wie die Tests angefertigt. Die Absorption von p-Nitrophenol (2 
bis 25 nmol/Well) in 100 µl MES-Puffer (50 mM) wurde nach Zugabe von 100 µl Stopp-
Lösung, d.h. in einem Volumen von 200 µl/Well mit einer Schichtdicke von 0,571 cm, bei 
37 °C gemessen. Dabei ergab sich folgende Kalibrierfunktion zwischen der Stoffmenge n an 
p-Nitrophenol und der Extinktion abzüglich der Leerwerte der Mikrotiterplatte ohne Lösun-
gen. 
Aus MES-NaOH-Puffer 50 mM, pH 6,0: E405 = 46,43 · n [µmol/Well] + 0,02 
Für einige Versuche: berechnet für 24-Well-Platten mit 800 µl/Well und Messung der Extinktion in 
Küvetten mit 1 cm Schichtdicke, abzüglich Küvettenleerwert: E40524 = 21,94 · n [µmol/Well] - 0,03 
3.5.1.3 Aktivitätstest und Bestimmung von IC50-Werten 
Der Enzymaktivitätstest wurde komplett, d.h. mit Inkubation und photometrischer Messung, 
auf dem intakten Zellrasen durchgeführt. Sowohl der Zellrasen als auch die freien Lysin-ARP 
besitzen eine Eigenabsorption bei 405 nm. Während es bei den HipLys-ARP genügte, die 
Absorption des Zellrasens in jedem Well mit 200 µl MES-Puffer direkt vor dem Aktivitätstest 
zu bestimmen, musste für jede Konzentrationsstufe an Lysin-ARP ein eigener Blindwert 
gemessen werden. Um nicht die doppelte Menge an Präparaten zu benötigen, und weil sich 
die Eigenabsorption der ARP durch Zugabe der Stopp-Lösung nicht merklich änderte, wurden 
die Blindwerte wie in Tabelle 3-14 beschrieben kombiniert. 
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Tabelle 3-14: Aktivitätstest für Disaccharidasen mit Nitrophenylglycosiden. 
Reagenz Blindwert B ohne 
Zellkontakt  
100 %-Aktivität  Inhibierung 
 In zellfreie Mikrotiterplatte: 
Substratlösung, 6 mM 60 60 60 
Inhibitorlösung 0 0 6…60 µl (10 wells) 
MES-Puffer, 50 mM 60 µl 60 µl 54…0 µl 
 geschwenkt und vorgewärmt bei 37 °C, 5 min 
 100 µl in Wells ohne 
Zellrasen (Rand) 
überführt 
100 µl der Mischung mit Mehrkanalpipette 
in 96-Well-Platte* mit Zellrasen überführt 
 Messen der Extinktion E0 bei 405 nm 
 Inkubiert (37 °C im Brutschrank, t = 45 min) 
Stopp-Lösung 100 µl 100 µl 100 µl 
 Messen der Extinktion E1 bei 405 nm 
*Für die 24-Well-Zellkulturplatten wurden alle Volumina vervierfacht und E405 nach Überführen in Küvetten mit 
1 cm Schichtdicke am Photometer gemessen.  
Die Enzymaktivität in mU/cm2 wurde auf die Fläche des Zellrasens bezogen, wobei diese der 
Grundfläche der Mikrotiterplatten gleichgesetzt wurde. 1 U entspricht der Freisetzung von 
1 µmol p-Nitrophenol pro Minute. 
 




mUAktivität BB 100001012 ⋅⋅
−−−−
=  
E1 … Extinktion (405) mit Zellkontakt nach Inkubation und Zugabe Stopp-Lösung  
E0 … Extinktion (405) mit Zellkontakt vor Inkubation  
E1B … Extinktion (405) Substrat-Blindwert nach Zugabe Stopp-Lösung  
E0B … Extinktion (405) Substrat-Blindwert vor Inkubation  
b … Achsenabschnitt der Kalibrierfunktion  
m … Anstieg der Kalibrierfunktion (µmol/Well)-1  
t … Inkubationszeit (min)  
1000 … Umformung von µmol zu nmol (U zu mU)  
A … Wachstumsfläche in cm2/Well, 0,35 für 96-Well-Platten, 2,0 für 24-Well-Platten 
Zur Ermittlung des IC50-Wertes wurde zunächst die Enzymaktivität auf den Wert ohne 
Inhibitorzusatz normiert. Anschließend wurde daraus die anteilige Inhibierung berechnet (0 % 
Inhibierung bei 100 % Aktivität, theoretische 100 % Inhibierung bei keiner Aktivität) und 
diese gegen die Konzentration des Inhibitors (in logarithmischer Skala) im Assay aufgetragen. 
Aus dieser sigmoidalen Kurve wurde nach einer nichtlinearen Anpassung der logistischen 
3 Materialien und Methoden 113 


























A1 ... Anfangswert der Ordinate (untere horizontale Asymptote)  
A2 ... Endwert der Ordinate (obere Asymptote)  
x0 ... Wendepunkt  
p ... Power 
3.5.1.4 Bestimmung der Michaelis-Menten-Parameter und Inhibitorkonstanten 
Um den Hemmtyp zu ermitteln, wurden die Michaelis-Menten-Parameter der Caco-2-
Sucrase-Isomaltase mit pNPGlc als Substrat mit und ohne Anwesenheit des Inhibitors Lys-
Malu in konstanter Konzentration bestimmt. Dafür wurde statt der konstanten Substratlösung 
die konstante Inhibitorlösung mit 2 mM oder 6 mM LysMalu verwendet, und statt der 
Inhibitorstammlösung die Substratstammlösung von 20 mM pNPGlc mit Puffer zu sechs 
variierenden Konzentrationen zwischen 0,4 und 10 mM im Assay ergänzt.  
Die Enzymaktivität in mU/cm2, die der Anfangsgeschwindigkeit entsprechen sollte, wurde 
gegen die Substratkonzentration im Assay aufgetragen und eine Michaelis-Menten-Funktion 
mit Origin® 6.1 angepasst (Modell one-site-bind), aus der die Maximalgeschwindigkeit Vmax 








= max  
v… Anfangsgeschwindigkeit der Enzymreaktion (mU/cm2) bei Substratkonzentration cs  
Vmax … Maximale Geschwindigkeit der Enzymreaktion bei Substratsättigung  
cs … Konzentration des Substrates im Assay (mM)  
KM … Michaelis-Menten-Konstante (mM), entspricht cs bei V = Vmax/2. 
 
Da von einer reversiblen Hemmung ausgegangen wurde, konnten unabhängig von der Art der 
Inhibierung die Konstante für den kompetitiven Anteil, Kic, aus dem Quotienten Vmax/KM und 
die Konstante für den unkompetitiven Anteil, Kiu, aus Vmax berechnet werden (Cornish-
Bowden, 2004). 
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=   
Kic… Inhibitorkonstante für kompetitiven Anteil der Hemmung (spezifische Inhibierung)  
KMapp… berechneter KM-Wert in Anwesenheit des Inhibitors  
KM… berechneter KM-Wert in Abwesenheit des Inhibitors  
cI …Konzentration des Inhibitors im Assay  
Kiu… Inhibitorkonstante für unkompetitiven Anteil der Hemmung (katalytische Inhibierung) 
Vmaxapp… berechneter Vmax-Wert in Anwesenheit des Inhibitors  
Vmax… berechneter Vmax-Wert in Abwesenheit des Inhibitors 
Für nur einfach bestimmte Michaelis-Menten-Parameter wurde die angegebene Streuung 
nicht aus der Standardabweichung der Mehrfachbestimmung berechnet, sondern direkt als 
Wurzel der Kovarianz der Kurvenparameter aus der Kurvenanpassung angegeben, was in 
diesen Fällen kenntlich gemacht ist. Für den Quotienten Vmax/KM gilt dann folgende Formel 










KVs ⋅+⋅⋅=  
s … Standardabweichung, auch Quadratwurzel der Kovarianz 
3.5.2 Aktivität gegenüber Disacchariden 
Zur Ermittlung der hydrolytischen Aktivität der Disaccharidasen gegenüber den natürlichen 
Substraten wurden Maltose oder Lactose auf dem Zellrasen inkubiert. Da hierbei keine direkte 
photometrische Messung der Enzymreaktion möglich war, wurde die Lösung am Ende der 
Inkubationsszeit abpipettiert und freigesetzte Glucose darin enzymatisch bestimmt. Durch den 
Verzicht auf das Stoppen der Enzymreaktion mit Carbonatlösung blieb der Zellrasen intakt 




25 mM, pH 6,0: 
Mit 165 mM Na+, 5,4 mM K+, 1,8 mM Ca2+, 0,8 mM Mg2+, 150 
mM Cl– :  
2,45 g MES, 4,09 g NaCl, 0,20 g KCl, 0,13 g CaCl2·2 H2O und 
0,10 g MgSO4·7 H2O wurden in 400 ml bidest. Wasser gelöst, 
der pH-Wert mit 1 M NaOH auf 6,0 (bei 37 °C) gebracht und die 
Lösung auf 500 ml aufgefüllt (Knütter et al., 2008). 
Substratlösung: Stammlösungen von 40 mM Maltose, 200 mM Lactose, 1 mM 
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Lactulose oder 10 mM Maltulose in isotonem MES-Puffer, wie 
nachfolgend angegeben verdünnt, sterilfiltriert. 
Enzymquelle: Zellrasen am Boden der 24(96)-Well-Mikrotiterplatte,  
mindestens 12 Tage konfluent; nach 3.4.2.5 vorbereitet.  
Inhibitorlösung: Je nach untersuchter Substanz und erwarteter Inhibierung wurde 
eine Lösung in der doppelten Konzentration der gewünschten 
Inhibitorkonzentration (etwa Kic) im Assay mit isotonem MES-
Puffer hergestellt und sterilfiltriert 
Berechnung der Enzymaktivität 
Die Anfangsgeschwindigkeit der Enzymreaktion wurde bei verschiedenen Substratkonzentra-
tionen in An- und Abwesenheit eines Inhibitors bestimmt, um eine kinetische Auswertung zu 
ermöglichen. Die Enzymaktivität bei Substratsättigung ohne Inhibitorzusatz, die „Maximal-
aktivität“, diente dem Vergleich der Enzymmenge von Well zu Well und Tag zu Tag. Die im 
folgenden aufgeführte Berechnung der Enzymaktivität pro Wachstumsfläche aus der Gluco-
sekonzentration (vgl. 3.5.3) in der Inkubationslösung ist jedoch bei allen Versuchen gleich. 
1 U Maltase-Aktivität (SI-Aktivität) entspricht der Bildung von 2 µmol Glucose pro Minute, 
1 U Lactase-Aktivität der Bildung von 1 µmol Glucose. Um die Glucosemenge in der 
Substratlösung und der Inhibitorlösung zu erfassen, wurden die Lösungen auch ohne Zellkon-
takt unter sonst gleichen Bedingungen inkubiert. Zur Erfassung der aus Zellen freigesetzten 
Glucose wurde MES-Puffer ohne Substrat mit Zellkontakt am Versuchstag inkubiert. Die 
mögliche Glucosefreisetzung aus dem Inhibitor während der Inkubation mit Zellkontakt 
wurde berücksichtigt, indem das zweite Produkt der Inhibitorhydrolyse (ein zweites Mono-
saccharid wie Fructose oder Galactose oder ein anderes ARP) quantifiziert wurde. Alle 







)( 000  
v… Enzymaktivität (Hydrolysegeschwindigkeit) bei definierter Substratkonzentration, in mU/cm2 
cP… Konzentration Glucose in der auf Zellen inkubierten Lösung, aus 3.5.3.1, in µmol/l  
c0MES … Konzentration Glucose in MES-Puffer, der auf Zellen inkubiert wurde, µmol/l  
c0S…Konzentration Glucose in Substratlösung der definierten Konzentration, die nicht auf Zellen 
        inkubiert wurde, µmol/l  
c0I… Konzentration Glucose in Inhibitorlösung, die nicht auf Zellen inkubiert wurde, µmol/l   
cPI… Konzentration Glucose, die aus der Hydrolyse des Inhibitors während der Inkubation auf  
         Zellen neben der definierten Substratkonzentration freigesetzt wurde   
        (berechnet aus zusätzlichen Analysen, vgl. 3.5.3 und 3.5.4), µmol/l  
V… Inkubationsvolumen auf Zellkulturplatte, in ml, z.B. 0,5 ml  
A… Wachstumsfläche des Wells, in cm2, (2 cm2 für 24-Well-Platte, 0,35 cm2 für 96-Well-Platte)   
t… Inkubationszeit mit Zellkontakt, in min, (im Bereich der Anfangsgeschwindigkeit, vgl. 3.5.2.1) 
f… Anzahl der Glucose-Moleküle, die aus einem Molekül Substrat freigesetzt werden  
116 3 Materialien und Methoden  
3.5.2.1 Anfangsgeschwindigkeit und Aktivität bei Substratsättigung 
Um die Anzahl der parallel zu bestimmenden Proben zu verringern, wurde zur Ermittlung der 
Anfangsgeschwindigkeit zunächst die Zeitspanne ermittelt, in der der Substratabbau bei der 
niedrigsten und höchsten untersuchten Konzentration linear verläuft. Dafür wurden für 
Maltose in 96-Well-Platten 110 µl einer 1,8 mM oder 40 mM Maltoselösung, für Lactose in 
24-Well-Platten 400 µl einer 5 mM und 100 mM Lösung in isotonem MES-Puffer bei 37 °C 
inkubiert. In Intervallen von 10 min (Maltose) oder 15 min (Lactose) wurden 60 µl zur 
Glucosebestimmung mit Glucoseoxidase (nach 3.5.3.1) abpipettiert. Da beide Zucker über 60 
min sowohl bei niedrigster als auch bei höchster Konzentration linear abgebaut wurden, 
konnte die Anfangsgeschwindigkeit im Folgenden aus nur einer Inkubationszeit von weniger 
als 60 min berechnet werden.  
Als Maß für die Enzymmenge in einem Well an einem Versuchstag wurde die Maltase- oder 
Lactaseaktivität bei Substratsättigung bestimmt. In 24-Well-Platten wurden für die maltose-
hydrolytische Aktivität 500 µl einer 40 mM Maltoselösung über 20 min inkubiert, für Lactase 
350 µl einer 100 mM Lactoselösung über 30 min. Bei einem Versuch mit 96-Well-Platten 
wurden 110 µl der 40 mM Maltoselösung für 25 min inkubiert. Zur Glucosebestimmung mit 
60 µl Inkubationslösung mit dem Glucoseoxidasetest (3.5.3.1) wurden auch die Substratlö-
sungen ohne Zellkontakt und der isotone MES-Puffer mit Zellkontakt eingesetzt. 
3.5.2.2 Kinetische Charakterisierung der Disaccharidhydrolyse 
Maltulose wurde in Anlehnung an die kinetische Untersuchung der ARP-Hydrolyse (vgl. 
3.5.4.1) in Konzentrationen von 0,1 bis 10 mM in 400 µl auf 24-Well-Platten (13 bis 16 d 
konfluent) über 0, 1, 2 oder 3 h inkubiert und die Glucosefreisetzung mit einem Hexokinase-
Kit nach 3.5.3.2 bestimmt. Die Enzymaktivität zur Ermittlung von KM und Vmax wurde jedoch 
allein aus der Glucosemenge nach 1 h Inkubationszeit berechnet, da der Abbau nicht linear 
über die Zeit verlief.  
Die Lactulosehydrolyse wurde nur in der Konzentration von 1 mM in 400 µl auf 24-Well-
Platten (forskolinbehandelt, 38 d konfluent) über 0, 1, 2 und 3 h Inkubationszeit untersucht. 
Nach 1:5-Verdünnung mit bidest.Wasser wurde mit HPAEC-PAD auf freigesetzte Galactose 
und Fructose geprüft (vgl. 3.5.3.5). Da mit dieser empfindlichen Methode keine Galactose 
detektiert werden konnte (Nachweisgrenze für Galactose neben 142 µM Lactulose kleiner als 
2,8 µM), wurde auf die enzymatische Quantifizierung von Fructose nach 3.5.3.3 und Galacto-
se nach 3.5.3.4 verzichtet.  
Zur Bestimmung von KM und Vmax der Maltosehydrolyse wurden Maltoselösungen der 
Konzentrationen 0,5, 1,1, 2,2, 3,7, 5,8, 8,3, 11,7, 15,9 und 20 mM in 500 µl Lösung auf 24-
Well-Platten (17-32 d konfluent) über 20 min inkubiert.  
Zur Bestimmung von KM und Vmax der Lactosehydrolyse wurden Lactoselösungen der 
Konzentrationen 7,0, 9,2, 12,7, 16,7, 23,2, 31,5, 42,7, 58,5, 80,0 und 100 mM in 350 µl 
3 Materialien und Methoden 117 
Lösung auf 24-Well-Platten (22-26 d konfluent, forskolinbehandelt) über 50 min inkubiert. 
Mit dem geringeren Volumen sollte die gebildete Glucosemenge stärker konzentriert und 
somit besser erfassbar sein. Bei 350 µl ist bei 2 cm2 Grundfläche die Zellschicht noch 
gleichmäßig mit Flüssigkeit bedeckt. 
Aus der jeweils nach 3.5.3.1 ermittelten Glucosekonzentration wurde die Enzymaktivität in 
mU/cm2 wie oben angegeben berechnet. Um die bei der Lactose-Aktivitätsbestimmung 
deutliche Variabilität zwischen den Wells zu korrigieren, wurde diese Enzymaktivität mit 
dem Quotienten aus der mittleren Maximalaktivität bei Substratsättigung der jeweiligen Serie 
und der Maximalaktivität des betreffenden Wells multipliziert. Gleiches war für die kinetische 
Charakterisierung der Maltase-Aktivität in 96-Well-Platten nötig; in 24-Well-Platten variierte 
die Maltase-Aktivität hingegen kaum von Well zu Well. Die so korrigierte Enzymaktivität 
wurde gegen die Substratkonzentration aufgetragen und eine Michaelis-Menten-Funktion wie 
unter 3.5.1 beschrieben mit Origin® angepasst, um KM und Vmax zu ermitteln. 
3.5.2.3 Hemmung durch Zucker oder Amadori- und Heyns-Produkte 
Die hemmende Wirkung der ARP wurde neben dem Substrat pNPGlc (vgl. 3.5.1), und auch 
neben Maltose oder Lactose untersucht, hierbei ausschließlich unter Bestimmung der Inhibi-
torkonstanten. Dafür wurden wie unter 3.5.2.2 beschrieben Maltose- oder Lactoselösungen 
variierender Konzentration allein und mit einer konstanten Inhibitorkonzentration (jeweils 
parallel an einem Versuchstag) inkubiert und die Hydrolysegeschwindigkeit in Abhängigkeit 
von der Substratkonzentration berechnet. Die eingesetzten Lösungen an Maltose, Lactose 
oder Inhibitor wurden mit doppelter Konzentration hergestellt, um die unter 3.5.2.2 genannten 
Endkonzentration bei der Inkubation nach Zusammenfügen von 250 µl Maltose- und 250 µl 
Inhibitor-, oder 175 µl Lactose- und 175 µl Inhibitorlösung beizubehalten. 
Alle Versuche wurden mit denselben Inkubationszeiten wie in 3.5.2.2 in 24-Well-Platten bei 
37 °C durchgeführt. 60 µl der auf Zellen inkubierten Lösung wurden in jedem Fall zur 
Glucosebestimmung nach 3.5.3.1 eingesetzt.  
Um zwischen der Glucosefreisetzung aus ARP oder HRP und der aus den Substraten unter-
scheiden zu können, wurden die ARP und ihre potentiellen Hydrolyseprodukte wie in 3.5.4 
beschrieben quantifiziert.  
Die Freisetzung von Glucose aus Maltulose neben Maltose wurde durch Bestimmung der 
Fructose nach 3.5.3.3 ermittelt. 1 mol Fructose entspricht dabei 1 mol Glucose aus Maltulose. 
Die Lactosehydrolyse neben Glucose als Inhibitor wurde über die Freisetzung von Galactose 
verfolgt, sowohl in der Versuchsreihe mit Glucosezusatz als auch in der Referenzreihe ohne 
Glucose. Galactose wurde nach 3.5.3.4 mit einem Galactose-Dehydrogenase-Enzymkit 
bestimmt. Auch hier entspricht 1 U Lactase-Aktivität der Freisetzung von 1 µmol/min 
Galactose; die Berechnung der Hydrolysegeschwindigkeit erfolgte analog der oben beschrie-
benen. 
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Mit der Auftragung der (bei Lactase korrigierten) Hydrolysegeschwindigkeiten über der 
Konzentration des Substrates konnten wie unter 3.5.1.4 beschrieben die apparenten KM- und 
Vmax-Daten mit Inhibitor, die Werte von KM und Vmax ohne Inhibitor sowie die Inhibitor-
konstanten berechnet werden.  
3.5.2.4 Glucoseabgabe und -aufnahme 
Zellen für Maltase-Aktivität 
Auf nach 3.4.2.5 vorbereiteten Zellen in 24-Well-Platten (21 d konfluent) wurden in 500 µl 
isotonem MES-Puffer (3.5.2.1) 0, 100, 400, 800 und 1200 µM Glucose für 20 min inkubiert 
und die Glucosekonzentration mit dem Glucoseoxidasetest 3.5.3.1 bestimmt. Die Inkubation 
derselben Lösungen ohne Zellen stellte dabei den Bezugswert dar. Auf ähnliche Weise wurde 
die Glucoseaufnahme in 96-Well-Platten (11 d konfluent) mit 110 µl Lösung und 100 oder 
400 µM Glucose in 40 min Inkubationszeit bestimmt. 
Zellen für Lactaseaktivität 
Auf nach 3.4.2.5 vorbereiteten, zuvor mit 15 µM Forskolin über 16 h behandelten Zellen in 
24-Well-Platten (27 d konfluent) wurden in 400 µl isotonem MES-Puffer (3.5.2.1) 0, 100, 300 
und 600 µM Glucose für 30 und 45 min inkubiert und die Glucosekonzentration mit dem 
Glucoseoxidasetest 3.5.3.1 bestimmt. Die Inkubation derselben Lösungen ohne Zellen stellte 
dabei den Bezugswert dar.  
3.5.3 Analytik von Zuckern 
3.5.3.1 Glucosebestimmung mit Glucoseoxidase (Mikrotiterplatte) 
Glucose neben Disacchariden und Galactose oder Fructose kann selektiv durch Glucoseoxida-
se zu Glucono-δ-lacton und H2O2 oxidiert werden. Mit letzterem wird durch Peroxidase ein 
Chromogen wie o-Dianisidin oder 4-Aminoantipyrin oxidiert. TRIS als Puffersubstanz 
inhibiert gleichzeitig Disaccharidasen, die als Nebenaktivität von Glucoseoxidase oder von 
vorhergehenden Assays vorkommen können (Dahlqvist, 1984b; Kano et al., 1996). Das 
Substrat für Glucoseoxidase ist β-D-Glucopyranose. Für die Quantifizierung von durch SI aus 
Maltose freigesetzter α-D-Glucose (Chiba, 1997) wurde die Inkubationszeit daher etwas 
verlängert, bis eine stabile Extinktion erreicht war. Insofern war der alternative Zusatz von 
Mutarotase (Vanni und Hanozet, 1980; Kim et al., 1999) nicht notwendig. 
In Anlehnung an Dahlqvist (1984b), Fox und Robyt (1991), Kim et al. (1999) wurde die 
enzymatische Glucosebestimmung mit Glucoseoxidase, Peroxidase und 4-Aminoantipyrin als 
Chromogen wie folgt gestaltet: 
TRIS-HCl-Puffer: 0,86 M, pH 7,0. 10,42 g TRIS wurden in bidest. Wasser gelöst, mit Salzsäure 
auf pH 7,0 gebracht und auf 100 ml aufgefüllt.  
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Farbreagenz: 5,0 mg 4-Aminoantipyrin und 175 mg p-Hydroxybenzoesäure wurden in einer brau-
nen Flasche in 25 ml TRIS-HCl-Puffer gelöst; 5 Tage im Kühlschrank haltbar. 
Enzymlösung: 4,0 mg Glucoseoxidase (ca. 470 U) und 0,2 mg Peroxidase (ca. 300 U) wurden in 10 
ml TRIS-HCl-Puffer gelöst; 3 Tage im Kühlschrank haltbar. 
In einer Mikrotiterplatte mit 96 Wells und Flachboden wurden 60 µl Probe aus z.B. Zellüber-
ständen und 40 µl Farbreagenz gemischt und die Reaktion durch Zugabe von 20 µl Enzymlö-
sung gestartet. Die Platte wurde im Dunkeln bei 37 °C im vorgewärmten Mikrotiterplatten-
Lesegerät für 45 min inkubiert und anschließend die Extinktion bei 492 nm bestimmt. Mit 
parallel vermessenen Standard-Glucoselösungen von 10 bis 1000 µM im jeweiligen Proben-
puffer wurde kalibriert, bzw. die Gültigkeit der Kalibrierung geprüft (Wiederfindung 97-102 
%). Die Kalibrierfunktion für Glucose in 25 mM MES-Puffer, pH 6,0, hat unter diesen 
Bedingungen eine Steigung von 0,0010 µM-1 und einen Achsenabschnitt von 0,04, welcher 
alle Reagenzienleerwerte und den Plattenleerwert beinhaltet. Glucose in geringeren Konzent-
rationen als 10 µM war nicht sicher quantifizierbar.  
3.5.3.2 Glucosebestimmung mit Hexokinase-Enzymkit 
In einigen Versuchen zum Abbau von ARP in Gegenwart von Maltose wurde die freigesetzte 
Glucose mit einem Enzymkit von r-biopharm (Enzytec® D-Glucose) nach Anleitung des 
Herstellers bestimmt. 0,1…0,3 ml der klaren, farblosen Lösungen aus 3.5.2 und 3.5.4 wurden 
für diesen Test in PMMA-Makroküvetten eingesetzt. Die Nachweisgrenze liegt laut Herstel-
lerangaben für 0,3 ml Probe bei 15 µM Glucose.  
3.5.3.3 Fructosebestimmung mit Hexokinase/Phosphoglucoisomerase-Enzymkit 
Fructose neben Glucose und Maltulose wurde mit einem Kit der Firma r-biopharm (Enzytec® 
D-Glucose/D-Fructose) quantifiziert. 170 µl der klaren, farblosen Lösungen aus 3.5.2 und 
3.5.4 wurden für diesen Test in PMMA-Halbmikroküvetten nach Anleitung des Herstellers 
eingesetzt. Die Nachweisgrenze für Fructose allein liegt hier ebenfalls bei 15 µM.  
3.5.3.4 Galactosebestimmung mit Galactosedehydrogenase-Enzymkit 
Um den gleichzeitigen Abbau von Lactose und LysLacu quantifizieren zu können, wurde 
zusätzlich Galactose mit einem Kit von r-biopharm (Enzytec® Lactose/D-Galactose) be-
stimmt. 140 µl der Lösungen aus 3.5.2 und 3.5.4 wurden für diesen Test in PMMA-
Halbmikroküvetten nach Anleitung des Herstellers eingesetzt. Die Nachweisgrenze für 
Galactose (1 mg/l in 0,5 ml) liegt somit bei 37 µM.  
3.5.3.5 Analyse von Mono- und Disacchariden mit HPAEC-PAD 
Mono-, Di- und Trisaccharide konnten z.T. mit Hochleistungsanionenaustauschchromato-
graphie und gepulster amperometrischer Detektion (HPAEC-PAD) analysiert werden. Eine 
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parallele Bestimmung war auf diese Weise für Galactose, Glucose, Fructose, Saccharose, 
Maltose/Maltulose, Lactose/Lactulose und Maltotriose möglich, sofern die Probenmatrix die 
Analyten nicht überlagerte. Störende Matrixbestandteile waren z.B. ARP und Disaccharide in 
großem Überschuss, weshalb diese Methode nur wenig Einsatz fand. Die wässrigen Proben 
wurden ggf. mit bidest. Wasser verdünnt und membranfiltriert (0,45 µm, GHP).  
Anlage: Metrohm Ionenchromatographie-System „HPAEC-PAD“, für basische Eluenten 
geeignet. 
Säule: Metrosep® Carb 1, Temperatur 34 °C 
Probeninjektion: Autosampler, 20 µl Probenschleife 
Eluenten: A: 0,1 M carbonatfreies NaOH mit 0,01 M Natriumacetat in bidest. Wasser  
B: 0,2 M carbonatfreies NaOH mit 0,2 M Natriumacetat in bidest. Wasser  
jeweils vakuumentgast, während der Messung unter Stickstoff.  
Gradient: Fluss 0,9 ml/min 
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Detektion: Amperometrisch; PAD mit Zyklus: 
  E1: + 0,05 V (0,4 s, Messpotential)  
  E2: + 0,75 V (0,2 s) 
  E3: – 0,15 V (0,4 s) 
Software: Metrohm IC Net 2.3 
Untersucht wurden Glucose (tR 17 min), Galactose (tR 19 min), Fructose (tR 24 min), Lactose 
(tR 28 min) und Lactulose (tR 26 min). Eine Kalibrierung (Steinbach, 2009) war nicht notwen-
dig, da nicht quantifiziert wurde.  
3.5.4 Aktivität gegenüber Amadori-Produkten 
Der enzymatische Abbau der ARP durch zelluläre Disaccharidasen wurde mit RP-HPLC 
verfolgt, zum Teil zur Absicherung ergänzt durch Bestimmung der Monosaccharide (3.5.3), 
die in äquimolarer Menge entstehen sollten, und durch Aminosäureanalyse.  
3.5.4.1 Inkubation von ARP mit Zellen 
Zellen in 24-Well-Zellkulturplatten wurden mit 400 µl Lösungen verschiedener Konzentrati-
onen an ARP in isotonem MES-Puffer inkubiert und die Lösung am Ende der Inkubation nach 
1, 2 oder 3 h vollständig abpipettiert. Eine Inkubation der Lösungen ohne Zellkontakt diente 
der Erfassung eines möglichen spontanen Zerfalls innerhalb von 3 h. Die inkubierten Lösun-
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gen von HipLys-ARP wurden direkt nach Zentrifugation (10000 × g, 10 min) mit dem 
HPLC-System 3.5.4.2 vermessen. Für freie Lysin-ARP wurden sie nach 3.5.4.3 zuvor mit 
PITC derivatisiert.  
Isotoner MES-Puffer 25 mM, pH 6,0: Wie in 3.5.2 beschrieben 
Substratlösung: in isotonem MES-Puffer, ggf. sterilfiltriert: LysFru, LysMalu, 
LysMaltriu: Stammlösung 30 mM, pH-Wert geprüft  
LysTag, LysGlc, LysLacu, LysLac: 1 mM 
HipLysMalu 0,19 und 0,33 mM,  
HipLysMaltriu 0,15 mM und 0,29 mM 
Enzymquelle: Zellrasen am Boden der 24-Well-Platte, min. 10 d konfluent; 
nach 3.4.2.5 vorbereitet. 
Um zu prüfen, ob die genannten Substrate durch die Zellen hydrolysiert werden, wurden 
Lösungen zwischen 0,1 und 10 mM getestet. Für einige Substrate (LysMalu, LysMaltriu) 
wurde die Hydrolysekinetik charakterisiert, indem 7 Konzentrationsstufen des Substrates 
zwischen 0,1 und 1,6 mM über 1, 2 und 3 h inkubiert und aus den Geschwindigkeiten bei der 
jeweiligen Konzentration nach dem in 3.5.1 beschriebenen Verfahren die Maximalgeschwin-
digkeit Vmax und der KM-Wert berechnet wurden.  
Um die Ergebnisse zwischen Versuchen auf verschiedenen Zellkulturplatten mit leicht 
variierender Enzymmenge, z.B. aufgrund unterschiedlicher Differenzierungsgrade, verglei-
chen zu können, wurde im Anschluss an die Inkubation mit ARP-Substraten jeweils die 
Enzymaktivität gegenüber einem Standardsubstrat bestimmt. Für Versuche mit 
α-glucosidischen Substraten und ARP ohne glycosidische Bindung wurde die Aktivität 
gegenüber pNPGlc (3.5.1) als Referenzwert genutzt, für Versuche mit β-glycosidischen 
Substraten die Aktivität gegenüber Lactose (3.5.2), da pNPGal auch von mit Forskolin 
behandelten Zellen kaum umgesetzt wurde.  
3.5.4.2 RP-HPLC-UV für Hippuryl-Lysin-Amadori-Produkte 
Die Methode zur Trennung und Quantifizierung von HipLys-ARP wurde von Krause (2004) 
übernommen und im Verlauf der Arbeit mehrfach geringfügig modifiziert, um stabilere 
Retentionszeiten zu erhalten (Budäus, 2007; Scherber, 2008; Lunow, 2009). Alle Proben 
wurden in ihrer endgültigen Verdünnung in Eppendorf-Tubes bei 11000 × g für 10 min 
zentrifugiert und der Überstand vorsichtig in HPLC-Vials mit PTFE-Septen bis auf einen im 
Tube verbleibenden Rest von 250 µl überführt. Ein Chromatogramm aller Standards ist in 
Abbildung 3-1 gezeigt. 
Anlage: Knauer Wellchrom Niederdruckgradientensystem (siehe Geräteliste) 
Säule: Knauer Eurospher 100-5, C18, 250 × 4,0 mm, mit integrierter Vorsäule 
desselben Materials 5 × 4 mm 
Eluent A: 10 mM Na-Phosphat-HCl pH 7,0  
(1,78 g Na2HPO4·2H2O in 0,9 l Reinstwasser gelöst, mit 6 M HCl pH 7,00 
eingestellt und auf 1 l aufgefüllt, membranfiltriert mit 0,45 µm und 20 min im 
Vakuum entgast, mit ca. 50 mbar Enddruck) 
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Eluent B: Methanol/Reinstwasser 4/1 (v/v), 20 min im Ultraschall entgast 
Gradient: Isokratisch mit 5% B für 32 min, Fluss 0,75 ml/min zur Trennung,  
im Anschluss Spülen mit 90 % B bei reduziertem Fluss: 
Zeit t (min) Eluent B (%) Fluss (ml/min) 
0 5 0,75 
35 5 0,75 
35,2 5 0,5 
37 90 0,5 
43 90 0,5 
45 5 0,5 
52 5 0,75 
60 5 0,75  
Injektion: Autosampler, 20 µl (Probenschleife) 
Säulentemperatur: 25 °C 
Detektion: UV, 230 nm, 1 AU = 1 V 






























Abbildung 3-1: RP-HPLC-Standardchromatogramm der HipLys-Amadori-Produkte, ca. 1 g/l. 
3.5.4.3 RP-HPLC-UV für Lysin-Amadori-Produkte mit PITC-Derivatisierung 
Derivatisierung mit PITC 
Zu 100 µl einer wässrigen Lösung der ARP (0,25…2,5 mM) wurden im Eppendorf-Tube 
700 µl Derivatisierungspuffer (Methanol/Triethylamin 7/1 v/v) und 25 µl Phenylisothiocyanat 
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(PITC, entspricht 0,21 mmol) gegeben. Zur Derivatisierung wurde 20 min geschüttelt 
(Vortex) und anschließend überschüssiges PITC viermal extrahiert, indem zweimal 1 ml 
Heptan/Ethylacetat 10/1 (v/v) und danach zweimal 1 ml Heptan/Ethylacetat 2/1 (v/v) zugege-
ben, jeweils geschüttelt und nach Phasentrennung die obere Phase nahezu vollständig entfernt 
und verworfen wurde. Die methanolische untere Phase wurde anschließend im Stickstoff-
strom (Evaporator) getrocknet und so für maximal eine Woche bei -21 °C gelagert. Direkt vor 
der HPLC-Analyse wurden die Rückstände mit 500 µl Eluent A für 15 min geschüttelt, der 
unlösliche Anteil bei 8000 × g für 2 min sedimentiert und der Überstand mit 0,45 µm 
Spritzenvorsatzfiltern (GHP) membranfiltriert. 
HPLC-Analytik für Abbau durch Maltase (LysFru, LysMalu, LysMaltriu) 
Anlage: Knauer Wellchrom Niederdruckgradientensystem (siehe Geräteliste) 
Säule: Knauer Eurospher 100-5, C18, 250 × 4,6 mm, mit integrierter Vorsäule 
desselben Materials 5 × 4 mm 
Eluent A: 50 mM Ammoniumacetat, 50 mM Borsäure, pH 6,2 mit 7 % Methanol 
(3,854 g Ammoniumacetat, 3,092 g Borsäure in 700 ml Reinstwasser gelöst, 
mit Essigsäure pH 6,2 eingestellt, 70 ml Methanol zugegeben und mit 
Reinstwasser auf 1 l aufgefüllt, membranfiltriert mit 0,45 µm und 20 min 
ultraschallentgast) 
Eluent B: Methanol/Reinstwasser 4/1 (v/v), 20 min im Ultraschall entgast 
Gradient: Fluss 1,0 ml/min 
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Injektion: Autosampler, 20 µl (Probenschleife) 
Säulentemperatur: 40 °C 
Detektion: UV, 254 nm, 1 AU = 1 V 
Auswertung: Manuelle Integration der Peakfläche mit ECWIP 1.32 
Da aus technischen Problemen die Injektionsmenge bei den Analysen z.T. variierte, wurde zur 
Auswertung die ARP-Menge auf die Gesamtpeakfläche aller detektierten Phenylthiocarba-
moyl (PTC)-ARP bezogen. Ein Chromatogramm ist in Abbildung 4-5 gezeigt. 
HPLC-Analytik für Abbau durch Lactase (LysLacu, LysLac, LysTag, LysFru) 
Mit dem System zur Trennung von LysFru, LysMalu und LysMaltriu koeluieren LysLacu und 
LysFru, weshalb mit einer schmaleren Säule und entsprechend erniedrigtem Fluss der 
Gradient flacher gestaltet wurde. So wurde fast eine Basislinientrennung erreicht.  
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Anlage: Wie Maltase-Abbau 
Säule: Knauer Eurospher 100-5, C18, 250 × 4,0 mm, mit integrierter Vorsäule 
desselben Materials 5 × 4 mm 
Eluent A+B: Wie Maltase-Abbau 
Gradient: Fluss 0,76 ml/min 
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Injektion: Wie Maltase-Abbau 
Säulentemperatur: Wie Maltase-Abbau 
Detektion: Wie Maltase-Abbau 
Auswertung: Wie Maltase-Abbau 
 
3.6 Quellen für Ketosaminkinasen 
In dieser Arbeit wurde die Aktivität von FN3K und FN3K-RP aus menschlichen Erythrocyten 
untersucht. Vom Zentrum für Klinische Studien Dresden, Prof. Markolf Hanefeld, wurden im 
Rahmen eines Screenings auf gestörte Glucosetoleranz im Zeitraum von Juli bis November 
2007 118 Blutproben zur Verfügung gestellt. Die freiwilligen, über das Forschungsvorhaben 
aufgeklärten Probanden, waren über 40 Jahre alt. Zur Verfügung gestellt wurden ebenfalls die 
im Rahmen von anderen Untersuchungen zu Risikofaktoren von Diabetes mellitus Typ 2 
erhobenen Daten zu Vorerkrankungen und familiär bei Eltern und Geschwistern aufgetretenen 
Erkrankungen, außerdem die Daten des Glucosetoleranztests (Plasmaglucosekonzentration 
nüchtern und 2 h nach Aufnahme von 75 g Glucose) und der HbA1c-Wert (Tosoh G7, Katio-
nenaustauschchromatographie). 
Blutentnahme 
9 ml venöses Blut nüchterer Probanden wurde in Röhrchen mit Lithium-Heparin als Gerin-
nungshemmer durch medizinisches Fachpersonal entnommen. Im Anschluss daran wurde das 
Plasma durch Zentrifugation abgetrennt (3500 × g, 4 °C, 15 min) und die Zellen für einige 
Stunden gekühlt gelagert. 
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Erythrocyten-Isolierung  
Mit gekühlter 0,9 % (w/v) NaCl-Lösung in bidest. Wasser wurden die Zellen dreimal gewa-
schen, in dem sie in 4 ml Lösung vorsichtig suspendiert und anschließend im Ausschwing-
rotor für 10 min bei 2000 × g, 4 °C, zentrifugiert wurden (Delpierre et al., 2002; Krause et 
al., 2006). Bei der Entnahme des Überstandes wurde die auf den Erythrocyten aufliegende 
Schicht aus weißen Blutkörperchen und Lipoproteinpartikeln weitgehend entfernt.  
Nach der letzten Zentrifugation bei 2000 × g wurde das dickflüssige Erythrocytensediment 
unter den heparinbeschichteten Kügelchen mit Filterspitzen zu 200 ± 7 µl (SD, n = 7) in 
Eppendorf-Tubes (Safe-Lock) portioniert, zunächst bei -21 °C eingefroren und später bei 
-80 °C gelagert. Alle Abfälle wurden vor der Entsorgung autoklaviert. 
3.7 Enzymaktivitätstest für Ketosaminkinasen 
3.7.1 Bestimmung individueller Aktivitäten 
Zur Bestimmung der Ketosaminkinase-Aktivitäten in Erythrocyten eines Probanden in 
Anlehnung an Krause et al. (2006) wurden die Erythrocyten lysiert, mit den Substraten 
HipLysFru für FN3K allein oder HipLysPsi für FN3K und FN3K-RP (im Folgenden als 
FN3K plus FN3K-RP bezeichnet) sowie ATP als Cosubstrat inkubiert und das phosphorylier-
te Produkt nach saurer Proteinfällung mit RP-HPLC-UV quantifiziert. Da die Menge der 
Erythrocyten nur unpräzise definiert werden konnte (vgl. 3.6), wurde der Hämoglobin-Gehalt 
des Lysates als Bezugswert bestimmt (Krause et al., 2006). 
3.7.1.1 Lyse der Erythrocyten 
Die Lyse erfolgte hypoton in schwach gepuffertem HEPES-Puffer mit Dithiothreitol als 
Oxidationsschutz und den Proteasehemmern Antipain und Leupeptin, welche vor allem im 
Hinblick auf die späteren Inkubationen zugesetzt wurden. 
Lysepuffer, 5 mM, pH 7,5 (Delpierre et al., 2000a): 60 mg HEPES (0,25 mmol) wurden in etwa 
30 ml bidest. Wasser gelöst und der pH-Wert mit 1 M NaOH in bidest. Wasser auf 7,5 eingestellt. 
Vor dem Auffüllen auf 50 ml wurden 8,1 mg (0,05 mmol) Dithiothreitol und je 50 µl einer bei -80 
°C gelagerten Stammlösung von 1,3 g/l (2,7 mM) Leupeptin-Hemisulfat und 1,3 g/l (2,0 mM) 
Antipain-Dihydrochlorid hinzugefügt. Der Puffer wurde v.a. aufgrund der Racemisierung von 
Leupeptin nur weniger als eine Stunde bei Raumtemperatur und max. 14 Tage bei -21°C gelagert. 
Zur Lyse wurden die noch gefrorenen Erythrocyten (200 µl) mit 800 µl Lysepuffer über-
schichtet. Nach zwei Minuten bei Raumtemperatur wurde die Mischung am Vortex bei 
niedriger Frequenz gründlich homogenisiert und für 10 min auf Eis gelagert. Anschließend 
wurden nicht gelöste Bestandteile sedimentiert (4500 × g, 4 °C, 10 min). Das Lysat wurde in 
dieser Form zügig für die Enzymreaktion eingesetzt. 
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3.7.1.2 Enzym-Assay 
Um den cytosolischen Ketosaminkinasen ein physiologisches Milieu zu schaffen, wurde ein 
HEPES-Puffer mit NaCl-Zusatz verwendet und die Enzymlösung bei 37 °C inkubiert (Krause 
et al., 2006). Die Reaktion wurde beendet, indem durch Zugabe von Trichloressigsäure alle 
Proteine gefällt und das labile 3-Phosphorylierungsprodukt gleichzeitig stabilisiert wurden 
(Krause et al., 2006). 
Physiologischer HEPES-Puffer, 200 mM, pH 7,56: 4,766 g (20 mmol) HEPES und 0,992 g 
(17 mmol) NaCl wurden in ca. 70 ml bidest. Wasser gelöst und der pH-Wert mit 1 M NaOH in 
bidest. Wasser auf 7,56 eingestellt, bevor auf 100 ml aufgefüllt wurde. 
ATP-Mg-Lösung, 44 mM: 267 mg ATP-Na2 und 90 mg MgCl2·6H2O wurden mit physiologischem 
HEPES-Puffer auf 10,0 ml aufgefüllt und portioniert bei -21 °C gelagert.  
HipLysFru-Lösung, 11 mM: 12,9 mg HipLysFru (w = 80,1 %) wurden in 2,00 ml physiologischem 
HEPES-Puffer gelöst und portioniert bei -21 °C gelagert. 
HipLysPsi-Lösung, 110 mM: 55,5 mg HipLysPsi (w = 93,0 %) wurden in 1,00 ml physiologischem 
HEPES-Puffer gelöst und portioniert bei -21 °C gelagert. 
10 % Trichloressigsäure: 10,0 g Trichloressigsäure wurden mit Wasser auf 100 ml aufgefüllt.  
700 µl des frischen Erythrocytenlysates wurden zu 700 µl physiologischem HEPES-Puffer 
pipettiert, so dass sich eine als „1+1-Lysat“ bezeichnete Verdünnung ergab. Von dieser wurde 
später auch der Hämoglobingehalt nach 3.7.1.3 ermittelt. In einem Vorversuch zeigte sich, 
dass die Enzymaktivität erheblich sinkt, wenn das 1+1-Lysat mehrere Stunden auf Eis 
gelagert wird, was demzufolge vermieden wurde.  
Zur Bestimmung der FN3K-Aktivität wurden 25 µl ATP-Mg-Lösung (44 mM) und 25 µl 
HipLysFru-Lösung (11 mM) in einem 1,5-ml-Eppendorf-Tube vorgelegt, 500 µl 1+1-Lysat 
hinzugefügt und die Mischung kurz homogenisiert und zentrifugiert (200 × g, 5 s). Die 
Inkubation erfolgte für 120 min in einem auf 37 °C temperierten Wasserbad. Am Ende 
wurden 550 µl 10-%ige Trichloressigsäure hinzugefügt, homogenisiert und die Mischung zur 
vollständigen Proteinfällung für 1 h im Dunkeln stehen gelassen. Nach Zentrifugation bei 
3000 × g für 10 min wurde der Überstand zur Vorbereitung für die HPLC bei 11 000 × g für 
15 min zentrifugiert und zu ¾ in braune HPLC-Vials überführt. Der Analyt ist in dieser Form 
bei Raumtemperatur über 48 h stabil (Oehme, 2005).  
Zur Bestimmung der Aktivität gegenüber HipLysPsi (FN3K und FN3K-RP) wurden 15 µl 
ATP-Mg-Lösung (44 mM), 15 µl HipLysPsi-Lösung (110 mM), 100 µl physiologischer 
HEPES-Puffer und 100 µl Lyse-Puffer (vgl. 3.7.1.1) in ein 1,5-ml-Eppendorf-Tube vorgelegt 
und mit 100 µl 1+1-Lysat versetzt. Nach Homogenisierung und Zentrifugation (200 × g, 5 s) 
wurde für 60 min im Wasserbad bei 37 °C inkubiert und anschließend mit 330 µl 10-%iger 
Trichloressigsäure gefällt. Nach 1 h Lagerung wurde die Mischung zusätzlich mit 660 µl 
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physiologischem HEPES-Puffer verdünnt, homogenisiert und weiter wie die Proben für die 
FN3K-Aktivität zur HPLC vorbereitet. Der Analyt ist in dieser Form nur für 24 h stabil. 
Die Zusammensetzung der Pufferbestandteile im Enzym-Assay während der Inkubation ist in 
Tabelle 3-15 angegeben. 
Tabelle 3-15: Zusammensetzung der Lösungen in den Ketosaminkinase-Assays 




ca. 25 g/l 
ca. 1:11 verdünnt 
1 : 5 verdünnt 
ca. 8 g/l 
ca. 1:33 verdünnt 
1 : 15 verdünnt 
Substrat 0,50 mM 5,0 mM 
ATP und Mg2+ 2,0 mM 2,0 mM 
Dithiothreitol 0,36 mM 0,42 mM 
Antipain 0,73 µM 0,85 µM 
Leupeptin 1,0 µM 1,1 µM 
HEPES 111 mM 111 mM 
Na+ 208 mM 208 mM 
Cl- 97 mM 97 mM 
1: ausgehend von einem durchschnittlichen Erythrocytenanteil von 45 % v/v (Schaller et al., 2008) 
3.7.1.3 Bestimmung des Hämoglobingehaltes 
Der Hämoglobingehalt wurde photometrisch nach der Alkaline-Haematin-D-575-Methode 
(AHD) bestimmt (Zander et al., 1984). Dabei wird durch ein nichtionisches Tensid Hemin 
aus dem Proteinverband gelöst und die Absorption im Alkalischen bestimmt. Ein Hemin-
Standard dient der Kalibrierung. Alle Proben wurden als Doppelbestimmung vermessen. 
AHD-Reagenz: 25 g Triton X-100 wurden unter Erwärmen mit 0,1 M NaOH auf 1 L aufgefüllt. 
Das Reagenz wurde dunkel gelagert, bis es nach einigen Monaten durch Ausfällungen unbrauchbar 
wurde.  
Hemin-Stammlösung: 65,2 mg (100 µmol) Hemin wurden mit AHD-Reagenz auf 10 ml aufgefüllt 
und im Dunkeln (auch für kurze Zeit) bei 4 °C gelagert.  
Mittels Dispenser wurden 3,00 ml AHD-Reagenz in Makroküvetten vorgelegt. 100 µl 1+1-
Lysat oder 100 µl Hemin-Standard wurden unter mehrmaligem Nachspülen der Pipettenspitze 
zugegeben und mit einem Rührspatel unter Vermeidung von Schaumbildung gemischt. Bei 
575 nm wurde die Absorption der Lösungen, sowie einer AHD-Lösung ohne Zusätze, am 
Photometer bestimmt. Im Fall von Vollblut wurden nur 40 µl Vollblut als Probe verwendet 
und das Volumen mit AHD-Reagenz zu 100 µl ergänzt. 
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Die Kalibrierung von 0,5 bis 5 mM Hemin blieb über mehrere Monate stabil, was bei jeder 
Messserie mit einem Standard von 2 mM Hemin überprüft wurde. Folgende Funktion ergab 
sich zwischen der Heminkonzentration in 100 µl Probelösung und der Extinktion abzüglich 
des AHD-Leerwertes:  
E575 = 0,2282 mM-1 · c [Hemin] + 0,0023 
Die Berechnung der Hämoglobinkonzentration in g/l erfolgte auf Basis eines Molekular-
gewichtes von 64,5 kDa des Tetramers mit vier Hemin-Resten.  
3.7.1.4 RP-HPLC-UV des Phosphorylierungsproduktes 
Das HPLC-System zur Quantifizierung des Enzymreaktionsproduktes HipLys-3-Phospho-
Fructose wurde ausgehend von der Methode nach Krause et al. (2006) im Rahmen einer 
Diplomarbeit optimiert, um auch für HipLys-3-Phospho-Psicose eine Basislinientrennung zu 
erreichen (Scherber, 2008).  
Anlage: Knauer Wellchrom Niederdruckgradientensystem (siehe Geräteliste) 
Säule: Knauer Eurospher 100-5, C18, 150 × 4,6 mm, mit integrierter Vorsäule 
desselben Materials 5 × 4 mm 
Eluent A: 20 mM Natriumphosphat, pH 7,0 mit 3 bis 6 % Methanol (mit sinkender 
Trennleistung der Säule weniger, so dass das Produkt zwischen 14 und 18 min 
eluiert).  
3,56 g Na2HPO4·2H2O in 800 ml Reinstwasser gelöst, mit 6 M HCl pH 7,0 
eingestellt, mit Reinstwasser auf 1 l aufgefüllt, membranfiltriert mit 0,45 µm; 
für „5 % Methanol“ wurden zu 950 ml des Puffers 50 ml Methanol gegeben 
und 20 min ultraschallentgast) 
Eluent B: Methanol/Reinstwasser 4/1 (v/v), 20 min im Ultraschall entgast 
Gradient: Fluss 0,5 ml/min, isokratisch mit Spülschritt 






48 0  
Injektion: Autosampler, 20 µl (Probenschleife) der Lösung aus 3.7.1.2 
Säulentemperatur: 18 °C 
Detektion: UV, 230 nm, 50 mAU = 1 V 
Auswertung: manuelle Integration der Peakfläche mit ECWIP 1.32 
Kalibrierung 
Hippursäure diente als Kalibrierstandard, da sie einen ähnlichen Extinktionskoeffizienten wie 
HipLys und HipLysFru besitzt (230 nm, 25 °C, Wasser: 12 bis 13 mM-1 cm-1, Scherber 2008), 
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demzufolge einen ähnlichen Extinktionskoeffizienten wie der eigentliche Analyt haben sollte 
und darüber hinaus mit demselben Trennsystem quantifiziert werden kann.  
Eine 2,00 mM Stammlösung von Hippursäure (0,1793 g in 500 ml Reinstwasser) wurde mit 
physiologischem HEPES-Puffer (3.7.1.2) auf 2 bis 60 µM verdünnt, portioniert eingefroren 
und vor der Messung mit 10-%iger Trichloressigsäure 1 + 1 verdünnt, um eine ähnliche 
Matrix wie der Analyt sie besitzt zu erhalten. Die Lösung wurde bei 11000 × g für 10 min 
zentrifugiert, zwei Drittel des Überstandes in ein HPLC-Vial überführt und vermessen.  
Der Kalibrierbereich von 1 bis 30 µM orientierte sich an den im Enzymaktivitätstest gemes-
senen Peakflächen, die Funktion ist in diesem Bereich linear. Zur Kontrolle wurde in jeder 
Messserie ein Kalibrierstandard von 10 µM mitgeführt. Die Kalibrierung war über den 
Zeitraum der Analysen stabil (A230 [mV·min]= 10,7 µM-1· c – 2,7 mV·min).   
Ergebnisangabe 
Mit der Kalibrierung wurde die Konzentration an Phosphorylierungsprodukt im HPLC-Vial 
berechnet und daraus auf die Enzymaktivität im 1+1-Lysat geschlossen. 1 U entspricht dabei 
der Phosphorylierung von 1 µmol HipLysFru oder HipLysPsi, quantifiziert als Hippursäure, 
in 1 min. Nicht berücksichtigt wurde der geringe spontane Zerfall des Produktes während der 












A230 … Peakfläche des Produktes (mV·min)  
2,7 mV·min … Achsenabschnitt der Kalibrierung t 
F1 … Verdünnungsfaktor von Enzym-Assay zu HPLC-Probe: 2 für HipLysFru, 4 für HipLysPsi  
F2 … Verdünnungsfaktor von 1+1-Lysat zum Enzym-Assay: 1,1 für HipLysFru, 3,3 für HipLysPsi 
10,7 µM-1 … Steigung der Kalibriergeraden  
t … Inkubationszeit: 120 min für HipLysFru, 60 min für HipLysPsi  
cHb … Konzentration an Hämoglobin im 1+1-Lysat (g/l) 
3.7.2 Identifizierung des Reaktionsproduktes mit HipLysPsi 
3.7.2.1 Kopplung LC-MS 
Zur Identifizierung des Produkt-Peaks im HPLC-System 3.7.1.4 nach Inkubation von 
Erythrocytenlysat mit HipLysPsi oder HipLysFru wurde ein HPLC-Chromatogramm mit MS-
Detektion durch Dr. Uwe Schwarzenbolz aufgenommen. 
Probenvorbereitung 
Die Inkubation des Erythrocytenlysates erfolgte wie in 3.7.1.2 beschrieben; für FN3K plus 
FN3K-RP wurden 1,6 mM HipLysPsi als Substrat und 1+1-Lysat eingesetzt und über 2 h 
130 3 Materialien und Methoden  
inkubiert. Der Überstand nach Trichloressigsäurefällung wurde membranfiltriert und direkt 
im Anschluss vermessen. 
Messung 
Anlage: LC: Agilent 1100, Hochdruckgradientensystem. ESI-TOF-MS: Perseptive 
Biosystems Mariner (Applied Biosystems) wie in 3.3.1 beschrieben. 
Probeninjektion: 20 µl, Autosampler 
Säule: Eurospher-100 C18 250 × 4,0 mm (Säule 1) 
Eluent: Eluent A: 5 mM Ammoniumacetat in bidest. Wasser, pH 6,0 
Eluent B: Methanol 
Gradient: 15 min isokratisch mit 5 % Eluent B, 0,5 ml/min. Danach linearer Gradient 
von 5 % auf 11 % B in 22 min mit 0,3 ml/min. 
UV-Detektion: 230 nm 
Split: 0,2 ml/min zum ESI-Interface, erst ab tR=10 min (zuvor eluierte Trichlores-
sigsäure, welche nicht ins MS eingebracht werden sollte) 
Ionisierung: Positiver Modus, Spraytip 5291 V, Nozzle 120 V, Reflektor 1550 V, 
Detektor 2400 V 
MS-Aufzeichnung: 100-800 m/z, 1 Spektrum in 3 s 
Software: Data ExplorerTM 4.0.0.1 (Applied Biosystems) 
 
3.7.2.2 ESI-MS-MS 
Zur Identifizierung der Position der Phosphorylierung von HipLysFru und HipLysPsi wurden 
durch Frau Sophie Trautvetter6 Massenspektren der isolierten Produkte mit Fragmentierung 
im MRM-Modus aufgenommen (Delpierre et al., 2000b; Collard et al., 2003). 
Probenvorbereitung 
Die Inkubation erfolgte wie in 3.7.1.2 für FN3K beschrieben; für FN3K plus FN3K-RP 
wurden 1,6 mM HipLysPsi als Substrat eingesetzt. Das Phosphorylierungsprodukt wurde 
direkt im Anschluss an die Trichloressigsäurefällung per HPLC nach 3.7.1.4, jedoch mit 
10 mM Ammoniumacetat als Eluent A isoliert. Das Eluat wurde für HipLys-3-
Phosphofructose zwischen 14,5 und 16 min, für die erwartete HipLys-3-Phosphopsicose 
zwischen 14,5 und 18,5 min aufgefangen, mit Methanol 1:2 verdünnt, membranfiltriert 
(0,45 µm) und direkt im Anschluss vermessen. 
Messung 
Anlage: Triple-Quadrupol mit Ionenfalle Q-Trap® von Applied Biosystems/MDS Sciex 
Probeninjektion Produkt in 10 mM Ammoniumacetat/Methanol 1/1, 3 µl/min 
                                                 
6 Arbeitskreis Prof. Speer, Fachrichtung Chemie/Lebensmittelchemie, Technische Universität Dresden 
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Ionisierung MS: Elektrospray Ionisation „Turbospray“, -4200 V (negativer Modus) 
 declustering potential -55 V 
entrance potential -10 V 
für enhanced ion spectra mit collision gas: collision energy -10 V 
MS/MS: collision energy -28 V (-25 V, -15 V) 
collision cell exit potential -3,0 V 
 50 Scans akkumuliert 
Software: Analyst® 
 
3.7.3 Charakterisierung der Enzymreaktionen 
Der in 3.7.1 beschriebene Assay wurde aufgrund der hier dargestellten Versuche entwickelt. 
Für den FN3K-Assay sind diese in ähnlicher Form von Krause et al. (2006) beschrieben.  
3.7.3.1 Stabilität des Analyten in Trichloressigsäure-Lösung 
Um die maximal mögliche Standzeit der Probe nach der Durchführung des Enzymassays 
(3.7.1.2) bis zur HPLC-Analyse (3.7.1.4) zu ermitteln, wurde die nach 3.7.1.3 aufgearbeitete 
Probe mehrfach in unterschiedlichen Zeitabständen vermessen.  
3.7.3.2 Stabilität des Analyten während der Inkubation bei 37 °C 
Um den Zerfall des Phosphorylierungsproduktes unter den Bedingungen des Enzym-Assays 
(37 °C, pH 7,56) zu charakterisieren, wurde die Enzymreaktion durch Zugabe von EDTA 
abgestoppt (Krause et al., 2006).  
0,2 M EDTA-Lösung: 225 mg EDTA-Na2 wurden bei 60 °C in 3 ml physiologischem HEPES-
Puffer (3.7.1.2) gelöst. 
Für HipLysPsi wurde der Enzym-Assay nach 3.7.1.2 mit dem siebenfachen Ansatz und der 
Substratkonzentration von 3,2 mM statt 5 mM durchgeführt. Nach 120 min Inkubation 
wurden 240 µl 0,2 M EDTA zugegeben (Endkonzentration 19,7 mM) und weiter bei 37 °C 
inkubiert. Zwischen 0 und 30 h wurden 6 Proben von 300 µl wie in 3.7.1.2 beschrieben mit 
10-%iger Trichloressigsäure und physiologischem HEPES-Puffer insgesamt 1:4 verdünnt und 
nach 3.7.1.4 vermessen.  
Die Kurve der Peakfläche gegen die Probennahmezeit nach EDTA-Zugabe wurde mit Origin® 
6.1 an eine exponentielle Zerfallsfunktion erster Ordnung angepasst und die Halbwertszeit t1/2 
für 50 % der ursprünglichen Peakfläche berechnet. 
3.7.3.3 Einfluss des Puffers auf die Enzymaktivität 
Zur Herstellung des physiologischen Kaliumphosphatpuffers wurde eine 0,2 M Lösung von 
K2HPO4 in bidest. Wasser mit einer 0,2 M Lösung von KH2PO4 versetzt, bis der pH-Wert 
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7,56 erreicht war. Anschließend wurden 0,9 % (w/v) NaCl zugegeben. Die Lyse wurde nach 
3.7.1.1 durchgeführt und die Stammlösungen von ATP und Substraten aus 3.7.1.2 verwendet, 
so dass statt 111 mM HEPES im Enzymassay von 3.7.1.2 noch 20 mM HEPES enthalten 
waren.  
3.7.3.4 Bestimmung von KM-Werten 
Um die Konzentration an Substraten und ATP für den Enzymaktivitätstest nach 3.7.1 im 
Bereich der Sättigung einzustellen, wurden Umsätze bei verschiedenen Substratkonzentratio-
nen und Reaktionszeiten bestimmt und daraus die apparenten KM-Werte berechnet. 
Die Kinetik der Reaktion mit HipLysFru wurde nach 3.7.1.2 in Gegenwart von 2,0 mM ATP 
durch Inkubation von 10 bis 1750 µM HipLysFru in 9 Stufen über 30, 60, 90 und 120 min 
charakterisiert. Der Anstieg der Geraden aus der nach 3.7.1.4 bestimmten Konzentration an 
HipLys-3-Phosphofructose und der Inkubationszeit wurde gegen die Konzentration an 
HipLysFru aufgetragen. Aus der nichtlinearen Kurvenanpassung an die Michaelis-Menten-
Gleichung (Origin® 6.1, Modell one-site-bind) wurden Vmax und KM berechnet (vgl 3.5.1.4).  
Der Umsatz von ATP bei Substratsättigung unterlag keiner nach derselben Methode auswert-
baren Kinetik. Daher wurde nur der Substratumsatz bei verschieden hohen ATP-
Konzentrationen (0,5, 1, 1,5, 2, 3,8 mM) mit den in 3.7.1.2 beschriebenen Bedingungen 
verglichen.  
Die Kinetik der Reaktion mit HipLysPsi wurde ebenfalls nach 3.7.1.2 in Gegenwart von 
2,0 mM ATP mit Konzentrationsstufen zwischen 0,32 und 2,2 mM HipLysPsi und Inkubati-
onszeiten von 20 bis 80 min durchgeführt. Versuche mit 5 bis 10 mM HipLysPsi zeigten eine 
geringere Enzymaktivität, d.h. eine Substrathemmung, bei Konzentrationen über 5 mM.  
Die Abhängigkeit der Enzymreaktion mit 5 mM HipLysPsi von der ATP-Konzentration 
wurde bei 1, 2 und 3,8 mM ATP über 20 bis 80 min getestet. Da kein Unterschied in der 
Reaktionsgeschwindigkeit ersichtlich war, wurde auf eine genauere Charakterisierung 
verzichtet. 
3.7.3.5 Aktivitätstest mit FN3K plus FN3K-RP aus Staphylococcus aureus 
Als Quelle des Enzyms wurde in diesem Versuch nicht Erythrocytenlysat, sondern die Lösung 
eines rekombinanten, gereinigten FN3K-RP-Homologen aus Staphylococcus aureus 
(Gemayel et al., 2007) verwendet, welche von Dr. Rita Gemayel7 zur Verfügung gestellt 
wurde.  
Die bei -80 °C gelagerte Enzymlösung enthielt 5,8 mg/ml Protein, die Aktivität des Enzyms 
sollte ca. 1,3 U/mg Protein gegenüber LysRul betragen (Gemayel, 2008). 12 µl der Enzymlö-
                                                 
7 Arbeitskreis Prof. Emile van Schaftingen, Laboratoire de Chimie Physiologique, Faculté de Médecine & de 
Duve Institute, Université Catholique de Louvain, Bruxelles, Belgien. 
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sung wurden mit 200 µl Lysepuffer (3.7.1.1) verdünnt. Der Enzymtest wurde in einer 1:1-
Mischung aus Lysepuffer und physiologischem HEPES-Puffer (3.7.1.2) mit 11 µg/ml Enzym 
(20 µl verdünnte Lösung auf 600 µl Gesamtvolumen), 1 mM ATP-Mg und 1 mM HipLysPsi 
oder HipLysFru in 60 min Inkubationszeit durchgeführt, mit 600 µl 10-%iger Trichloressig-
säure abgestoppt und nach Zentrifugation wie in 3.7.1.4 beschrieben mit HPLC vermessen.  
Zusätzlich zu den Substraten wurden in einigen Ansätzen 1 mM LysFru, LysPsi oder LysRul 
hinzugefügt, sowie ein Ansatz ohne ATP und ein Ansatz ohne Enzymlösung vermessen. 
3.7.4 Untersuchung potentieller Inhibitoren 
3.7.4.1 Screening auf Ketosaminkinase-Inhibitoren 
Mit dem Enzymaktivitätstest nach 3.7.1 in Gegenwart eines potentiellen Inhibitors in der 
gleichen Konzentration wie das jeweilige Substrat sollten aus der Vielzahl an Präparaten die 
für weitere Untersuchungen geeigneten Inhibitoren selektiert werden.  
Dafür wurde aus mindestens zwei Lysaten (3.7.1.1) ein Pool gebildet. Der Assay nach 3.7.1.2 
wurde leicht modifiziert, indem zu den Inkubationsansätzen eine 110 mM Lösung des 
potentiellen Inhibitors in physiologischem HEPES-Puffer oder nur physiologischer HEPES-
Puffer gegeben wurde: 2,50 µl für HipLysFru (Endkonzentration des Substrates: 0,498 mM) 
und 15,0 µl für HipLysPsi (Endkonzentration des Substrates: 4,78 mM). Die Volumina an 
10-%iger Trichloressigsäure und HEPES-Puffer zur Verdünnung für die HPLC-Messung nach 
3.7.1.4 wurden entsprechend auf 552 µl bzw. 345 und 690 µl erhöht. Die Hämoglobinkon-
zentration des 1+1-Lysat-Pools wurde nach 3.7.1.3 bestimmt.  
Zur Auswertung wurde die Enzymaktivität der Ansätze mit potentiellem Inhibitor auf die 
parallel bestimmte Aktivität ohne Inhibitorzusatz bezogen und die prozentuale Inhibierung als 
Differenz der prozentualen Aktivität zu 100 berechnet. Pro Substanz wurden mindestens 
Doppel-, z.T. auch Mehrfachbestimmungen mit verschiedenen Pools durchgeführt.  
Um bei der Auswertung störende Signale im HPLC-Chromatogramm zu identifizieren, wurde 
von allen untersuchten Präparaten ein Chromatogramm mit der Substanz unter den Bedingun-
gen des Assays (HipLysPsi) aufgenommen, wobei Substrat und Lysat durch entsprechende 
Mischungen aus Lyse- und physiologischem HEPES-Puffer ersetzt wurden. Für Präparate, bei 
denen ein Peak im Bereich des Produktes eluierte (MorphoPsi und Thiazo-Derivate), wurde 
dieser Blindwert mit Lysat (ohne Substrat) wiederholt, so dass die Peakfläche des störenden 
Peaks bei der Auswertung der Inhibierung berücksichtigt werden konnte. 
3.7.4.2 Bestimmung von IC50-Werten 
Der IC50-Wert wurde aus dem Versuch 3.7.4.1 vorab geschätzt, die Konzentration an Inhibitor 
im Assay über mindestens eine Größenordnung variiert und die 7 bis 10 Konzentrationsstufen 
gleichmäßig um den vermuteten IC50-Wert verteilt. Die Inhibitorlösungen wurden so ver-
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dünnt, dass das Pipettierschema aus 3.7.4.1 beibehalten werden konnte. Alle für eine Berech-
nung benötigten Werte wurden parallel mit demselben Pool erzeugt.  
Die Enzymaktivitäten mit der jeweiligen Inhibitorkonzentration wurden auf die parallel 
bestimmte Aktivität ohne Inhibitor bezogen und wie in 3.7.4.1 als prozentuale Inhibierung 
ausgegeben. Die prozentuale Inhibierung in Abhängigkeit von der Inhibitorkonzentration im 
Assay ergibt eine sigmoidale Kurve, welche wie in 3.5.1.3 beschrieben an die sigmoidale, 
logistische Funktion angepasst wird. Der IC50-Wert des Inhibitors ist demzufolge die Kon-
zentration, bei der er die Enzymaktivität gegenüber 0,498 mM HipLysFru oder 4,78 mM 
HipLysPsi, d.h. jeweils bei Substratsättigung, um 50 % hemmt.  
3.7.4.3 Bestimmung von Inhibitorkonstanten 
Für PipdinFru und MorphoFru wurde die Art der Hemmung der FN3K und die Inhibitor-
konstante Kic ermittelt. Dafür wurden jeweils KM und Vmax gegenüber HipLysFru in Gegen-
wart konstanter Inhibitorkonzentrationen und in deren Abwesenheit mit demselben Enzym-
pool parallel bestimmt und Kic wie in 3.5.2.3 beschrieben berechnet. 
HipLysFru wurde nach 3.7.1.2 in 7 Konzentrationsstufen zwischen 15 und 1500 µM nur über 
120 min inkubiert, da sich in 3.7.3.4 zeigte, dass der Umsatz auch bei niedriger HipLysFru-
Konzentration in diesem Zeitraum linear ist und sonst die parallel zu vermessende Probenzahl 
zu groß für den begrenzten Zeitraum von 48 h geworden wäre. Die Inhibitoren wurden in 
ihrer zuvor nach 3.7.4.2 bestimmten IC25-Konzentration zugesetzt (PipdinFru 50 µM, daneben 
10 und 20 µM, MorphoFru 500 µM). Alle Standardlösungen wurden so verdünnt, dass das 
angegebene Volumen im Assay mit Zugabe von 25 µl Substrat und 2,5 µl Inhibitor wie in 
3.7.4.1 beschrieben erreicht wurde. 
3.8 Statistische Auswertung 
Mittelwerte, Median, Standardabweichungen, sowie die lineare Regression mit zwei Variab-
len inklusive Bestimmtheitsmaß wurden mit Microsoft Excel® 2003 berechnet. Spezielle 
Verfahren (Fehlerfortpflanzung, nichtlineare Kurvenanpassung mit Origin®) sind bei den 
jeweiligen experimentellen Methoden angegeben.  
Zur Untersuchung der Abhängigkeit individueller Ketosaminkinase-Aktivitäten von metri-
schen Größen wie Alter, HbA1c oder Plasmaglucosekonzentration wurde geprüft, ob beide 
Variablen normalverteilt sind (Kolmogorov-Smirnov-Test mit SPSS® Version 15). Bei 
Normalverteilung wurde die Korrelation nach Pearson berechnet, bei nicht normalverteilten 
Daten die Korrelation nach Spearman, wobei SPSS® gleichzeitig die Irrtumswahrscheinlich-
keit für die Korrelation berechnete. Als signifikant wurden Korrelationen mit einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit α < 0,05 betrachtet, unabhängig von der Größe des Korrelationskoeffizien-
ten.  
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Zur Untersuchung der Abhängigkeit individueller Ketosaminkinase-Aktivitäten von katego-
riellen Größen wie Geschlecht wurde die Normalverteilung der Ketosaminkinase-Aktivität 
insgesamt und in den einzelnen Kategorien nach Kolmogorov-Smirnov geprüft (SPSS®). Für 
normalverteilte Daten wurden die Mittelwerte mit einem t-test verglichen. Bei nicht-
normalverteilten oder gemischten Daten zweier Kategorien wurde mit dem Mann-Whitney-U-
Test auf signifikante Unterschiede zwischen den Kategorien geprüft, bei mehreren Kategorien 
mit dem Kruskal-Wallis-Test (jeweils mit SPSS®). Als signifikant wurden Irrtumswahrschein-
lichkeiten α < 0,05 betrachtet. 
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4 Ergebnisse und Diskussion 
4.1 Amadori-Produkte und intestinale Disaccharidasen 
4.1.1 Methodische Aspekte 
Zur Untersuchung des Einflusses von Amadori-Produkten (ARP) auf intestinale Disacchari-
dasen musste zunächst ein Enzymmodell etabliert werden. Die α-glucosidische Disaccharida-
seaktivität der Enzym-Komplexe Sucrase-Isomaltase (SI) und Maltase-Glucoamylase 
(MGAM) wird hier getrennt von der β-glycosidischen der Lactase-Phlorizinhydrolase (LPH) 
behandelt. Weiterhin wurden Verfahren entwickelt, die Enzymaktivitäten reproduzierbar zu 
messen und die Hydrolyse der ARP zu verfolgen. 
4.1.1.1 Etablierung eines Modells für intestinale α-Glucosidasen 
Ein geeignetes Modell für humane intestinale Disaccharidasen (vgl. 2.3.2) sollte eine natür-
liche Substratspezifität aufweisen und ohne Interferenz durch intrazelluläre Enzyme einen 
hohen Analysendurchsatz ermöglichen. Dafür bot sich die Caco-2-Zellkultur an, eine humane 
Zelllinie, die auf ihrer apikalen Zellmembran sowohl α-glucosidische als auch β-glycosidische 
Aktivität ausbilden soll. Die besonderen Eigenschaften dieser Zelllinie sind in Abschnitt 
2.3.2.3 beschrieben; sie exprimieren von den beiden bekannten bürstensaummembran-
ständigen Disaccharidase-Komplexen mit α-glucosidischer Aktivität (vgl. 2.3.1) nach Diffe-
renzierung nur die SI.  
Kultivierung und morphologische Differenzierung von Caco-2-Zellen 
Bisherige Studien, welche diese Enzymaktivität untersuchten, verwendeten zum Teil ein 
Zellhomogenat als Enzymquelle (Trugnan et al., 1986), eine angereicherte Suspension der 
Bürstensaummembran (Martin-Latil et al., 2004), das Epithel, welches von Caco-2-Zellen in 
Transwell®-Kammern auf Membranen gebildet wird (Hansawasdi et al., 2001; Minami et al., 
2008), das in Petri-Schalen gewachsene Epithel (Mizuma et al., 2005) oder das in 24-Well-
Platten gewachsene Epithel (Ogawa et al., 2000).  
In dieser Arbeit wurden 96- und 24-Well-Platten als Kulturgefäße verwendet, um viele 
Versuche mit einer definierten Fläche an Zellepithel parallel durchführen zu können. Die 
Caco-2-Zellen konnten in beiden Gefäßen ausreichend lange, d.h. über drei Wochen kultiviert 
werden (vgl. 3.4.2.4), so dass sie zu einem dünndarmähnlichen Epithel differenzierten (Pinto 
et al., 1983). Die morphologischen Veränderungen wurden fotografisch am Lichtmikroskop 
dokumentiert (Abbildung 4-1).  
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Abbildung 4-1: Caco-2-Zellen in MEM-Medium, verschiedene Kulturdauer. 
Lichtmikroskop 100-fach vergrößert mit Phasenkontrast. Angabe der Kulturdauer ab Ausstreuen: a: 
1 d, b: 2 d (gerade konfluent), c: 3 d (erste Vakuolen), d: 4 d (beginnende Komprimierung), e: 6 d 
(erste Dome) f: 16 d (Dom auf halber Höhe fokussiert), g: 16 d, 200-fach (Vakuole oben rechts), h: 
22 d (keine Veränderung). 
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Nach dem Ausstreuen der Zellen zu 170 000/cm2 am Tag 0 teilen sie sich zunächst als 
heterogene Kolonien, bis die Gefäßfläche vollständig bewachsen, d.h. die Kultur konfluent ist 
(Tag 2). In den folgenden Tagen wird der Zellrasen optisch dichter, die Zellen scheinbar 
kleiner. Dies geht mit einer Veränderung der Zellgeometrie von breiten, flachen (11 × 6 µm) 
zu schmalen, hohen Zellen (6 × 30 µm) und ihrer Polarisierung einher. Dabei werden die 
Zellen untereinander durch tight junctions verbunden. Die so getrennten apikalen und basola-
teralen Zellmembranen können sich unterschiedlich entwickeln (Hidalgo et al., 1989). Die 
apikale, der Unterlage abgewandte Zellmembran wird von Microvilli bedeckt und bildet 
bürstensaummembranspezifische Enzyme aus (Pinto et al., 1983; Hidalgo et al., 1989). 
Weiterhin haften differenzierte Zellen deutlich fester auf der Unterlage als sich teilende 
Zellen, was vermutlich durch verstärkte basolaterale Sezernierung des Matrix-Proteins 
Laminin bewirkt wird (Vachon et al., 1996). Ab dem Tag 6 waren runde Erhebungen im 
Zellrasen zu erkennen, die Dome genannt werden und typisch für Caco-2-Kulturen auf nicht 
permeablen Unterlagen sind (Ramond et al., 1985). Sie entstehen durch Einlagerungen von 
Wasser und Elektrolyten unter die Zellschicht (Sambuy et al., 2005). Da dieser gerichtete 
Transport entgegen dem hydrostatischen Druck nur mit ausgebildeten tight junctions möglich 
ist, sind Dome ein licht-mikroskopisch deutlich sichtbares Merkmal der Differenzierung 
(Boulenc, 1997). Das mikroskopische Bild veränderte sich ab dem Tag 6 nicht wesentlich.  
α-Glucosidase-Aktivität eines Zellepithels 
Um den Grad der Differenzierung zu messen, wird neben morphologischen Merkmalen die 
Aktivität der SI oder auch der alkalischen Phosphatase, ein weiteres hydrolytisches Enzym 
der Bürstensaummembran, herangezogen (Chung et al., 1985; Chantret et al., 1994). In dieser 
Arbeit war nur die SI von Bedeutung. Ihre Aktivität sollte mit photometrischen Methoden 
erfasst werden, um die zur Charakterisierung der Michaelis-Menten-Enzymkinetik zu erwar-
tende hohe Probenzahl mit vertretbarem Aufwand realisieren zu können. 
In photometrischen Aktivitätstests mikrobieller Glycosidasen werden häufig Nitrophenyl-
glycoside als Substrate herangezogen (Ball et al., 2008). Der Test für α-Glucosidasen beruht 
auf der enzymatischen Freisetzung von p-Nitrophenol aus p-Nitrophenyl-α-D-Glucopyranosid 
(pNPGlc), welches anschließend im Alkalischen durch seine Extinktion bei 405 nm quantifi-



















Abbildung 4-2: Hydrolyse von pNPGlc zu gelbem p-Nitrophenolat. 
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Für Caco-2-Zellepithelien ist die Verwendung von Nitrophenyl-Diglycosiden beschrieben, 
wobei anschließend chromatographisch zwischen den Produkten (Nitrophenyl-Monoglyco-
siden) und den verbleibenden Substraten unterschieden wurde (Mizuma et al., 2005). 
Hier wurde die α-glucosidische Aktivität des Zellepithels in 96-Well-Platten mit pNPGlc als 
Substrat bestimmt (vgl. 3.5.1). Wird die variierende Eigenabsorption des Zellrasens in jedem 
Well berücksichtigt, kann die Konzentration an p-Nitrophenol nach dem Alkalisieren mit 
Carbonatlösung direkt in der Kulturplatte bestimmt werden. Die Zellen derartig behandelter 
Wells sind danach allerdings nicht weiter verwendbar. 
Das pH-Optimum für die membranständigen Disaccharidasen liegt bei pH 6,0 (Dahlqvist, 
1984b), außerdem benötigen sie Na+-Ionen (Cogoli et al., 1973), weshalb MES-NaOH-Puffer 
für die Inkubationen verwendet wurde. Nach einer Inkubationszeit von 45 min ist auf 96-
Well-Platten eine praktikable Signalintensität erreicht; die Linearität des Umsatzes ist mit 
3 mM Substrat in 100 µl Puffer für mindestens 60 min gegeben. Der apparente KM-Wert der 
pNPGlc-Hydrolyse wurde zu 1,2 ± 0,2 mM bestimmt (vgl. 4.1.2.4), so dass bei der verwende-
ten Substratkonzentration von 3 mM die theoretische Maximalgeschwindigkeit nur zu ca. 
70 % ausgeschöpft wurde. Aufgrund der begrenzten Löslichkeit des Substrates wäre eine 
Konzentration bis zu 10 mM möglich gewesen, um die Enzymaktivität bei Substratsättigung 
zu bestimmen. Zur Vergleichbarkeit mit früheren Untersuchungen, bei denen auch die 
Stabilität der Zellen über den Inkubationszeitraum geprüft wurde (Lunow, 2009), sind 3 mM 
jedoch beibehalten worden. Der Variationskoeffizient (CV) der Aktivität von parallel auf 
einer Platte kultivierten Wells betrug mit diesem Verfahren ca. 6 %.  
Größere Unterschiede ergaben sich bei Zellen, die mit verschiedenen Kulturmedien, nämlich 
DMEM mit 4,5 g/l Glucose und MEM mit 1 g/l Glucose gezüchtet wurden (vgl. 3.4.1). Die 
Aktivität unter glucosearmen Kulturbedingungen ist doppelt so hoch wie unter glucosereichen 
Kulturbedingungen (Lunow, 2009), weil die Transkription der SI negativ durch Glucose 
reguliert wird (Rodolosse et al., 1996). Deshalb wurden die Zellen für alle Versuche in MEM-
Medium kultiviert.  
In Abhängigkeit von der Kultivierungsdauer änderte sich die Aktivität ebenfalls, was im 
Rahmen der Arbeit jedoch nicht systematisch untersucht wurde. Pinto et al. (1983) beobach-
teten bis zum 9. Kulturtag (3. Tag nach Konfluenz) praktisch keine SI-Aktivität; sie entwi-
ckelte sich innerhalb der nächsten 5 Tage und verdoppelte sich in weiteren 5 Tagen etwa. 
Andere Studien stellten eine Verdopplung der Aktivität zwischen Tag 10 und Tag 30 nach 
Konfluenz fest (Vachon et al., 1996). In dieser Arbeit wurde zwischen Tag 13 und Tag 16 
eine leichte Steigerung der Aktivität von 1,0 auf 1,2 mU/cm2 mit dem Substrat pNPGlc 
beobachtet, zwischen Tag 17 und Tag 32 nach Konfluenz jedoch keine signifikante Verände-
rung. Insgesamt schien es praktikabel, die Zellen ab dem 12. Tag nach Konfluenz zu nutzen 
und die jeweilige Enzymaktivität parallel zu bestimmen. Für Versuche, in denen absolute 
Aktivitäten relevant waren, wie dem Abbau von ARP, konnte sie als Korrekturfaktor bezogen 
auf einen mittleren Aktivitätswert die Vergleichbarkeit gewährleisten.  
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Neben dem photometrischen Aktivitätstest mit pNPGlc wurde auch das natürliche Substrat 
Maltose untersucht und als Maß für die Aktivität die Freisetzung von Glucose enzymatisch 
bestimmt. Um später parallel auch die Veränderung der Konzentration an zugesetzten zweiten 
Substraten bestimmen zu können, wurden größere Reaktionsvolumina benötigt, so dass der 
Maltase-Aktivitätstest ausschließlich in 24-Well-Platten durchgeführt wurde (vgl. 3.5.2). Die 
Interwell-Variabilität betrug ebenfalls 5 % (CV). Die Aktivität mit 40 mM Maltose war mit 
ca. 8 mU/cm2 sechsmal größer als die mit dem lipophileren pNPGlc. Mit Saccharose als 
Substrat stellten Duizer et al. eine noch höhere Aktivität von 30 bis 60 mU/cm2 fest, wobei 
die Zellen auf Transwell®-Membranen kultiviert waren (Duizer et al., 1997). Je höher die 
Enzymaktivität ist, desto empfindlicher sind Hemmungen messbar. In dieser Arbeit wurde 
dennoch Maltose als Substrat verwendet, da die Aktivität ausreichte und Maltose bei normaler 
Ernährung in vivo das hauptsächlich vorkommende Substrat sein sollte. Für die SI im mensch-
lichen Dünndarm wird desweiteren eine nur geringfügig höhere Aktivität in der Saccharose-
hydrolyse verglichen mit der Maltosehydrolyse angegeben (Heymann, 1991; Quezada-
Calvillo et al., 2008).  
Glucoseaufnahme von Caco-2-Zellen 
Differenzierte Caco-2-Zellen sollen den Enterocyten eines 15 Wochen alten Fötus entspre-
chen, insbesondere im Hinblick auf die ungewöhnlich hohe Glycogenspeicherkapazität und 
die Ausbildung von bestimmten Glucosetransportern. Sie exprimieren an der apikalen 
Membran nicht nur den natriumabhängigen aktiven Glucosetransporter SGLT1 und den 
Fructosetransporter GLUT5 wie Enterocyten des Erwachsenen, sondern auch GLUT3, ein 
passiver Transporter, der einen weniger geregelten basalen Glucoseeinstrom ermöglicht 
(Zweibaum, 1983; Mahraoui et al., 1994; Brot-Laroche, 1996). Dies macht die Glucosekon-
zentration im Kulturmedium zu einem wichtigen Parameter für die Zelldifferenzierung, da 
niedrige Glucosekonzentrationen im Medium zu einer Verringerung der Expression aller 
Glucosetransporter führen (Mahraoui et al., 1994). Außerdem wird die Messung der Glucosi-
dase-Aktivität anhand freigesetzter Glucose beeinflusst. Mit fortschreitender Differenzierung 
sinkt die Glucoseaufnahmerate in der Regel in dem Maße, wie sich die SI-Aktivität erhöht 
(Chantret et al., 1994; Mahraoui et al., 1994).  
Um abzuschätzen, in welchem Ausmaß Glucose während der Inkubationsdauer von den 
Zellen aufgenommen oder abgegeben wird, wurden sie entsprechend der Beschreibung in 
3.5.2.4 mit verschiedenen Glucosekonzentrationen in isotonem Puffer inkubiert und die 
verbleibende Glucosemenge bestimmt. Die Zellen gaben innerhalb von 20 min etwa 70 µM 
Glucose ab, was zum einen gering war, da es etwa eine Maltase-Aktivität von nur 0,4 mU/cm2 
vortäuschen würde, und zum anderen bei jedem Versuch mit einem Blindwert leicht berück-
sichtigt werden konnte.  
Problematischer war die Glucoseaufnahme, die im untersuchten Bereich zwischen 100 und 
1200 µM Glucose konstant ca. 10 % der in 500 µl zugegebenen Menge betrug, d.h. die 
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Aufnahmerate pro Fläche stieg fast linear mit der Konzentration (Daten im Anhang A1, 
Tabelle 0-1). Eine derart hohe Glucoseaufnahmerate wird nicht für alle Caco-2-Zellkulturen 
beschrieben. Einige Klone zeigen Aufnahmeraten bis zu 2,3 nmol/(min·cm2), was im hier 
verwendeten System einer Senkung der Glucosekonzentration im Zellüberstand um 
184 µmol/l entspricht, die meisten anderen aber nur 0,2 nmol/(min·cm2) (Chantret et al., 
1994). Der KM der Glucose für SGLT1 wird mit 0,1 bis 0,6 mM (Drozdowski und Thomson, 
2006), der für GLUT3 mit 1 bis 2 mM angegeben (Gorovits und Charron, 2003), so dass eine 
Sättigung von letzterem erst bei ca. 10 mM Glucose zu erwarten ist.  
Die Glucoseaufnahme der Zellen erschwert die Bestimmung der Maltosehydrolyse. Saccharo-
se als alternatives Substrat der SI könnte über freigesetzte Fructose quantifiziert werden, die 
wahrscheinlich aber in ähnlichem Ausmaß über GLUT5 aufgenommen wird. Die Sättigung 
des Glucosetransportes mit Galactose im Überschuss war ebenfalls nicht möglich (Käppler, 
2010).  
Eine in dieser Arbeit nicht getestete Alternative ist möglicherweise die Zugabe der Glucose-
oxidase-Reagenzien schon während der Disaccharidhydrolyse, so dass Glucose abgefangen 
wird und die Absorption des roten Farbstoffes (vgl. 3.5.3.1) kontinuierlich verfolgt werden 
kann. Eine zusätzliche Mutarotase kann die freigesetzte α-Glucose dabei schnell in β-Glucose, 
das Substrat für Glucoseoxidase, umwandeln (Vanni und Hanozet, 1980). Auch mit Glucose-
Dehydrogenase ist ein solcher kontinuierlicher Assay für Disaccharidasen beschrieben (Sall 
und Férard, 1998), jedoch mit NADH als Analyt, welcher aufgrund der zellulären Eigenab-
sorption vermutlich nicht über einer intakten Zellschicht bei 340 nm quantifiziert werden 
kann.  
Die zweite Alternative, ein Zellhomogenat als Enzymquelle zu verwenden (Schmitz et al., 
1973; Trugnan et al., 1986), wurde ebenfalls nicht geprüft. Drittens könnten Inhibitoren der 
Glucosetransporter, wie Phlorizin für SGLT1 (Drozdowski und Thomson, 2006), eingesetzt 
werden. Diese dürfen jedoch nicht gleichzeitig die Disaccharidasen hemmen, weshalb der 
bekannte Lactase-Hemmer Phlorizin (Skovbjerg et al., 1982) bereits nur eingeschränkt 
verwendet werden kann. Vorerst wurde die wahrscheinliche Unterschätzung der SI-Aktivität 
von ca. 10 % in Kauf genommen.  
Grenzen der Caco-2-Zellkultur als Modell für den Dünndarm 
Verglichen mit mikrobiellen Enzymen stellen Caco-2-Zellen ein sehr gutes Modell für die 
α-glucosidische Aktivität des menschlichen Dünndarms dar. Einige unter Umständen nachtei-
lige Unterschiede zum Dünndarm sind im Folgenden aufgezählt.  
Die Sucrase-Isomaltase der Caco-2-Zellen wird nicht durch pankreatische Proteasen in ihre 
Untereinheiten gespalten, weshalb die Konformationen möglicherweise leicht verschieden ist. 
Unterschiede in der Aktivität zwischen intaktem Komplex und getrennten Untereinheiten 
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wurden bei Kaninchen-SI jedoch nicht festgestellt (Cogoli et al., 1973), die veränderte äußere 
Proteinform scheint das aktive Zentrum nicht zu beeinflussen. 
Die Maltase-Glucoamylase (MGAM) wird von Caco-2-Zellen nicht exprimiert (Hauri et al., 
1985), weswegen die Substratspezifität des Caco-2-Epithels verschieden von der des intesti-
nalen Epithels ist. An der Maltosehydrolyse im Dünndarm ist MGAM jedoch nur zu ca. 20 % 
beteiligt (vgl. 2.3.1.2), so dass der Einfluss von Inhibitoren auf SI in ausreichendem Maße 
repräsentativ für den Einfluss auf intestinale α-Glucosidasen sein sollte.  
Caco-2-Zellen bilden anders als der Dünndarm keine Mucusschicht aus, die die Diffusion 
verschiedener Substrate im Darm möglicherweise selektiv kontrolliert. Lediglich ein unstirred 
water layer (unbewegte Wasserschicht) als Barriere für lipophile Substanzen wurde nachge-
wiesen (Naruhashi et al., 2003).  
Grundsätzlich haben Tumorzellen wie die Caco-2-Linie einen geringen Schutz vor Mutatio-
nen, so dass sie sich im Laufe mehrerer Passagen verändern können. Mit dem täglichen 
Wechsel des Mediums kann zumindest der antioxidative Schutz der Zellen vor DNA-Schäden 
erhalten werden (Sambuy et al., 2005). Somit ist es verständlich, dass sich die SI-Aktivität 
von differenzierten Caco-2-Zellen mit der Zahl der Passagen ändern kann (Briske-Anderson et 
al., 1997). Caco-2-Zellen sind an sich bereits heterogen; in verschiedenen Laboren existieren 
verschiedene Subklone auch mit unterschiedlichen Disaccharidase-Aktivitäten (Chantret et 
al., 1994), weshalb viele Ergebnisse nur bedingt vergleichbar sind (Sambuy et al., 2005).  
Der Einfluss von Inhibitoren auf die α-Glucosidase-Aktivität wird jedoch relativ zur Aktivität 
selbst bestimmt. Ist eine Aktivität an sich messbar, so hat die Höhe geringe Auswirkungen auf 
die Ergebnisse von Inhibitorstudien. Zusammen mit den Korrekturfaktoren der ungehemmten 
Enzymaktivität (s.o.) sollten die drei Versuchsblöcke in dieser Arbeit, 1) Versuche mit 
Hippuryl-ARP, 2) Versuche mit freien ARP und Zuckern mit pNPGlc als Substrat, 3) Versu-
che mit Maltose als Substrat, untereinander gut vergleichbar sein, zumal jeweils Zellen in 
frühen Passagen (P5 bis P10 ab der Lieferung von der Zellbank) verwendet wurden.  
4.1.1.2 Etablierung eines Modells für intestinale Lactase 
Ein Zellmodell für Lactase kam bisher nur in wenigen Studien zum Einsatz. Für eine Reihe 
von Dickdarmkrebszelllinien wurde neben der SI-Aktivität auch eine geringe Lactase-
Aktivität beschrieben (Chung et al., 1985), insbesondere für differenzierte Caco-2-Zellen 
(Hauri et al., 1985; Chantret et al., 1988; Vachon et al., 1996; Ogawa et al., 2000; Nemeth et 
al., 2003; Mizuma et al., 2005; Beau et al., 2007) und z.T. für differenzierte HT-29-Zellen 
(Galvan et al., 2006). Die spontan differenzierten, konfluenten Caco-2-Zellen, welche in 
dieser Arbeit als Quelle für die SI-Aktivität verwendet wurden, zeigten 20 d nach Konfluenz 
nur eine geringe Aktivität von 0,15 mU/cm2 gegenüber p-Nitrophenyl-β-D-galactopyranosid 
(pNPGal) als Substrat (Steinbach, 2009). Auch die oNPGal-hydrolytische Aktivität der länger 
kultivierten HT-29-Zellen war mit 0,26 mU/cm2 zu gering für Inhibitorstudien (Lunow, 2009).  
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Induktion der Zelldifferenzierung 
Um die Lactase-Aktivität für Inhibitionsstudien zu steigern, wurden mit HT-29-Zellen und 
Caco-2-Zellen verschiedene Kultivierungsversuche über mehrere Wochen zur Differenzie-
rung und damit erwarteten Steigerung der Lactase-Aktivität durchgeführt. Die Senkung der 
Glucosekonzentration auf die im FKS vorhandene Menge von 50 mg/l (0,3 mM) und der 
Zusatz von 25 mM Lactose verlangsamten das Wachstum, führte jedoch nicht zu einer 
stärkeren Differenzierung. Der Zusatz von 5 oder 8 mM Propionat oder Butyrat zu Medien 
unterschiedlicher Glucose-Konzentrationen, der generell die Differenzierung von Säugetier-
zellen fördern soll (Ginsburg et al., 1973; Fitzgerald et al., 1997), resultierte zwar in einer 
deutlichen morphologischen Veränderung, steigerte aber nicht die Lactase-Aktivität. Einzig 
der Zusatz von 15 µM Forskolin über 24 h verdoppelte bei den Caco-2-Zellen die Aktivität. 
Auf HT-29-Zellen hatte die Forskolin-Behandlung keinen sichtbaren Einfluss (Käppler, 
2010). 
Forskolin ist ein cyclisches Diterpen (vgl. Abbildung 4-3), welches duch Membranen diffun-
diert und die Adenylatcyclase mit einer EC50-Konzentration von 5 bis 10 µM reversibel 
aktiviert (Seamon et al., 1981). Die Wirkung der so erhöhten cAMP-Konzentration wird 
unterschiedlich beschrieben. Sie soll sowohl bei Caco-2-Zellen als auch bei HT-29-Zellen zu 
einer Polarisierung und Bürstensaumbildung, d.h. Differenzierung der Zellen führen (Ophir et 
al., 1995). Neuere Studien berichten für Caco-2-Zellen das Gegenteil; die durch die hohe 
cAMP-Konzentration aktivierte Proteinkinase A phosphoryliert in Caco-2-Zellen verstärkt 
Cytoskelett-Proteine, vermindert dadurch zum einen die Microvilli-Bildung (Martin-Latil et 
al., 2004) und stört zum anderen die Zell-Adhäsion (Boucher et al., 2005). Beides führt zu 
einer verminderten Zellpolarisation. Auf die Expression und Prozession der Bürstensaumen-
zyme soll cAMP keinen (Martin-Latil et al., 2004; Beau et al., 2007) oder einen transkripti-
ons-aktivierenden (Hauri et al., 1994) Einfluss haben. Wie mehrfach beobachtet, ist die SI 
nach einer Forskolinbehandlung auf der Bürstensaummembran in verminderter Konzentration 
zu finden, was anscheinend vor allem durch Veränderungen im intrazellulären Transport der 
SI verursacht wird (Rousset et al., 1989; Baricault et al., 1994; Baricault et al., 1995; Martin-
Latil et al., 2004). Auch beschrieben wurde eine höhere Lactase-Aktivität auf Caco-2-Zellen 











Abbildung 4-3: Struktur von Forskolin. 
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Deshalb wurden in dieser Arbeit nur Caco-2-Zellen nach Forskolinbehandlung für die Studien 
zur Lactase-Aktivität genutzt. Die Zellen wurden zunächst für 25 d konfluent kultiviert, 
danach täglich für 4 bis 5 h mit 15 µM Forskolin in MEM-Medium inkubiert und jeweils an 
die Inkubation anschließend für Enzym-Tests genutzt. Dabei nahm die Aktivität mit Lactose 
als Substrat kontinuierlich zu, von 0,8 mU/cm2 nach 25 d Konfluenz auf 1,5 mU/cm2 nach 
29 d Konfluenz. Die Verdopplung der Aktivität in diesem kurzen Zeitraum ist vermutlich auf 
die mehrfache Behandlung mit Forskolin zurückzuführen. In einer Studie ohne Forskolinbe-
handlung verdoppelte sich die Menge an LPH-Protein zwischen Tag 10 und Tag 30 nach 
Konfluenz nur knapp (Vachon et al., 1996). 
Mit einem vergleichbaren Enzymtest auf Caco-2-Zellen, die lediglich für 15 d in DMEM-
Medium kultiviert wurden, erreichten Ogawa et al. (2000) eine lactosehydrolytische Aktivität 
von ca. 11 mU/cm2, wie aus ihren Angaben zum Proteingehalt pro Well und Umsatz von 
Lactose pro Proteinmenge, berechnet wurde. Da Zellen einer späten Passage (64 bis 78) 
verwendet wurden, ist die bereits ohne Forskolinbehandlung siebenmal höhere Aktivität 
vermutlich auf die Ausbildung eines anderen Klons zurückzuführen. Auch die maltosehydro-
lytische Aktivität war 18-mal größer als die in dieser Arbeit ermittelte. 
Substratwahl 
Ein Vergleich der β-galactosidischen Aktivität mit den Substraten pNPGal und Lactose 
zeigte, dass pNPGal nicht zur Messung der LPH-Aktivität geeignet ist. Zum einen könnte es 
aufgrund seiner Lipophilie durch die Zellmembran diffundieren und die Aktivität der lysoso-
malen β-Galactosidase anzeigen (Asp et al., 1969; Asp, 1971), die im Verhältnis zur memb-
ranständigen Lactase deutlich größer ist als die entsprechender lysosomaler α-Glucosidasen 
(Dahlqvist, 1984c;1984b). Zum anderen beträgt die Aktivität der membranständigen Lactase 
mit Arylgalactosiden nur etwa 1/10 der Aktivität mit Lactose (Skovbjerg et al., 1981). Aus 
diesem Grund wurden alle Versuche zur Lactase-Inhibierung mit Lactose als Substrat in 24-
Well-Platten durchgeführt (vgl. 3.5.2). 
Glucoseaufnahme 
Der Forskolinbehandlung wird eine nicht reversible Erhöhung der Glucoseaufnahmerate um 
50 bis 100 % zugeschrieben (Rousset et al., 1989), so dass diese erneut geprüft werden musste 
(Durchführung 3.5.2.4). Die Aufnahmerate war wie bei den unbehandelten Zellen von der 
Glucosekonzentration abhängig und betrug im für den Lactase-Aktivitätstest relevanten 
Bereich bis ca. 300 µM Glucose etwa 0,3 nmol/(min·cm2), was 15 % der eingesetzten 
Glucosemenge entspricht. Dies würde eine Unterschätzung der Lactase-Aktivität von 20 bis 
30 % mit sich bringen. Ist jedoch Galactose in gleicher Konzentration anwesend, sinkt die 
berechnete Aufnahmerate auf ein Drittel (Daten im Anhang A1, Tabelle 0-2).  
Ursache dafür ist nicht die Erfassung der Galactose durch Glucoseoxidase als Glucose – nur 
ca. 2 % der eingesetzten Galactosemenge wurden in einem anderen Versuch mit Glucose-
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oxidase als Glucose identifiziert. Anscheinend wird der Glucosetransport nach Forskolin-
behandlung oder längerer Konfluenz durch Galactose gehemmt. Da bei der Hydrolyse von 
Lactose Glucose und Galactose in äquimolarer Menge entstehen, wird die als freigesetzte 
Glucose bestimmte Lactase-Aktivität vermutlich nur um ca. 10 % unterschätzt. Die alternative 
Messung von Galactose als Marker für die Enzymaktivität ist nicht besser, da der aktive 
Glucosetransporter SGLT1 Galactose mit gleicher Affinität transportiert (Drozdowski und 
Thomson, 2006) und somit auch Galactose in bedeutendem Maß von den Zellen aufgenom-
men wird (Käppler, 2010).  
4.1.1.3 Analytik der Amadori-Produkte 
Um die mögliche Hydrolyse eines Oligosaccharid-ARP zu Monosaccharid-ARP messen zu 
können, bedarf es einer Analysenmethode, mit der beide getrennt erfasst werden können (vgl. 
2.1.2.1). Im ersten Teil der Versuche wurden Nα-hippurylmarkierte ARP verwendet. Diese 
ließen sich mit geringer Optimierung einer Methode von Krause et al. (2003) an einer RP-
HPLC-Säule trennen (vgl. 3.5.4.2, Abbildung 3-1) und sind durch ihren Benzoylrest bei 
230 nm photometrisch detektierbar. Gleichzeitig können sie aufgrund der Glycyl-Lysin-
Bindung als peptidgebundene ARP betrachtet werden (Smith und Thornalley, 1992) und 
erweitern so das Inhibitorspektrum.  
Die Analytik freier Lysin-ARP ohne Chromophor erwies sich als schwieriger. Mit der von 
einer Arbeitsgruppe (Blank et al., 2002) verwendeten HPAEC-PAD konnten sie zwar detek-
tiert werden, coeluierten aber als extrem breiter Peak mit allen Mono- und Disacchariden 
(Steinbach, 2009; Käppler, 2010). Die Kationenaustauschchromatographie mit Ninhydrin-
Nachsäulenderivatisierung (ASA) trennte die ARP, wobei das in 3.3.4.3 beschriebene System 
die beste Trennung mit gut auswertbaren Peakformen ergab (Steinbach, 2009; Käppler, 
2010).  
In Anbetracht der großen Analysenzahl wurde jedoch eine Vorsäulenderivatisierung der 
freien Aminogruppe mit anschließender RP-HPLC-UV vorgezogen. Die Derivatisierung mit 
5-Dimethylaminonaphthalen-1-sulfonylchlorid (Dansylchlorid, Tapuhi et al., 1981) und die 
mit 9-Fluorenylmethylchloroformiat (FMOC-Cl, Carpino und Han, 1972) erfordern offen-
sichtlich zu drastische Reaktionsbedingungen, da eine Anzahl von Nebenprodukten entstand 
(Steinbach, 2009). Die Derivatisierung mit Phenylisothiocyanat (PITC, Heinrikson und 
Meredith, 1984; Cohen und Strydom, 1988) erwies sich als geeignet (Abbildung 4-4).  








Phenylisothiocyanat Aminosäure Phenylthiocarbamylaminosäure  
Abbildung 4-4: Reaktion von Aminosäuren mit PITC. 
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Zur Trennung der so entstandenen Phenylthiocarbamyl(PTC)-Amadori-Produkte in Zellkul-
turüberständen war eine Optimierung der im Arbeitskreis verwendeten RP-HPLC-Methode 
mit Ammoniumacetat/Acetonitril als Eluenten (Schneider, 2002) notwendig. Triethylamin als 
Ionenpaarreagenz verbesserte die Trennung der ARP nicht. Ein Zusatz von Borsäure bei pH 
6,2 bewirkte jedoch eine ausreichende Wechselwirkung mit dem Säulenmaterial – vermutlich 
mit freien Silanolgruppen der an sich RP18-modifizierten Kieselgelsäule – um Retentionsun-
terschiede zwischen den verschiedenen Zuckerresten zu erreichen (Steinbach, 2009). Die 
photometrische Detektion war durch die PTC-Gruppe bei 254 nm möglich, wie in der 
Durchführung in Abschnitt 3.5.4.3 beschrieben. Zur Analytik von ARP in Proteinhydrolysa-
ten war diese Methode jedoch nicht geeignet, da andere PTC-Aminosäuren mit den ARP 
coeluieren (Steinbach, 2009). Ein Chromatogramm von Standards ist in Abbildung 4-5 



































Abbildung 4-5: RP-HPLC-Chromatogramm der ARP-Standards nach Derivatisierung mit PITC. 
Methode 3.5.4.3, LysFru 0,5 mM, LysMalu 1,25 mM, LysMaltriu 2,5 mM in isotonem MES-Puffer. 
4.1.2 Abbau von Amadori-Produkten durch Sucrase-Isomaltase 
Ob die in der Nahrung vorkommenden ARP von Maltooligosacchariden durch intestinale 
Disaccharidasen hydrolysiert werden können, sollte hier am Beispiel von Nε-ARP des Lysins 
in peptid-(hippuryl-)gebundener und freier Form untersucht werden. Zum Vergleich wird die 
Hydrolyse von Maltose und Maltulose untersucht, da Maltulose dem ARP aus Maltose 
strukturell ähnlich ist. 
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4.1.2.1 Abbau peptidgebundener Amadori-Produkte 
Die peptidgebundenen ARP HipLysMalu und HipLysMaltriu werden auf Caco-2-Zellen 
abgebaut. Zellen, die nach 12 d Konfluenz gegenüber pNPGlc eine Aktivität von 0,7 mU/cm2 
zeigten (Durchführung 3.5.1), wurden mit Lösungen von je 0,2 und 0,3 mM HipLysMalu und 
HipLysMaltriu nach der in 3.5.4.1 beschriebenen Methode in Einfachbestimmung inkubiert 
und die ARP direkt mit RP-HPLC-UV (vgl. 3.5.4.2) mit ihren relativen Peakflächenanteilen 
quantifiziert. Dieselbe Inkubation ohne Zellkontakt führte nicht zu einem Abbau der ARP. In 
Abbildung 4-6 ist die Veränderung der relativen Konzentrationen aller ARP in zwei der vier 


































































Abbildung 4-6: Abbau von peptidgebundenen Maltooligosaccharid-ARP durch SI der Caco-2-Zellen. 
Inkubationsvolumen 400 µl je 2-cm2-Well (3.5.4.1). a: 0,19 mM HipLysMalu, b: 0,29 mM HipLys-
Maltriu. 
Die Hydrolyse findet nur an den glycosidischen Bindungen statt, HipLysFru bleibt auf den 
Zellen stabil (nicht dargestellt). Durch die Exohydrolase Sucrase-Isomaltase wird von 
HipLysMaltriu zunächst eine Glucoseeinheit abgespalten, so dass das entstehende HipLysMa-
lu als Substrat mit HipLysMaltriu konkurriert.  
HipLysMaltriu scheint schneller umgesetzt zu werden als HipLysMalu. Die in diesem 
Versuch ermittelte Hydrolyseaktivität beträgt für das Substrat HipLysMalu in beiden unter-
suchten Konzentrationen 0,03 mU/cm2, d.h. mit 0,19 mM ist die Sättigung praktisch erreicht. 
HipLysMaltriu wird hingegen bei 0,15 mM mit 0,03 mU/cm2 hydrolysiert, bei 0,29 mM mit 
der doppelten Geschwindigkeit, jeweils berechnet als Verminderung der HipLysMaltriu-
Konzentration. Verglichen mit der fünfmal höheren Hydrolysegeschwindigkeit des Referenz-
substrates pNPGlc ist dies jedoch langsam (siehe Tabelle 4-1). 
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4.1.2.2 Abbau freier Amadori-Produkte 
Die Hydrolyse von LysMalu und LysMaltriu wurde mit Caco-2-Zellen, die 13 bis 16 d 
konfluent waren, durchgeführt, weshalb die Enzymaktivitäten gegenüber pNPGlc zwischen 
0,7 und 1,4 mU/cm2 schwankten. Alle beobachteten Abbaugeschwindigkeiten der ARP 
wurden jedoch mit der parallel bestimmten pNPGlc-Aktivität auf eine durchschnittliche 
pNPGlc-Aktivität von 1,3 mU/cm2 normiert und waren deshalb auch von Tag zu Tag ver-
gleichbar. So konnte mit einer größeren Anzahl an Einzelversuchen die Kinetik der ARP-
Hydrolyse charakterisiert werden (Durchführung nach 3.5.4).  
LysFru wurde in 4 Konzentrationen von 0,35 bis 0,89 mM innerhalb der dreistündigen 
Inkubation nicht signifikant abgebaut (unveränderte Peakfläche von PTC-LysFru im Chroma-
togramm nach 3.5.4.3). Dies konnte auch mit Zellen, die 38 d konfluent und mehrfach 
forskolinbehandelt waren, an einer 1 mM LysFru-Lösung bestätigt werden.  
Für LysMalu hingegen konnte ein Abbau im Konzentrationsbereich zwischen 0,12 und 1,55 
mM beobachtet werden. Die Peakfläche von LysFru nahm proportional zum Abbau zu, wie 
aus Abbildung 4-7 ersichtlich, so dass von der Hydrolyse der glycosidischen Bindung unter 
Freisetzung von Glucose ausgegangen wird. Ohne Kontakt zu Zellen blieb LysMalu unter den 
Inkubationsbedingungen stabil, deshalb ist auch diese Hydrolyse der membranständigen 




























Abbildung 4-7: Hydrolyse von LysMalu durch Caco-2-Zellen. 
RP-HPLC nach PITC-Derivatisierung (3.5.4.3) von auf Zellen inkubiertem LysMalu (1,3 mM in 400 
µl/ 2 cm2). 
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Da bei allen Konzentrationsstufen die Hydrolyse nur in den ersten beiden Stunden mit 
annähernd konstanter Geschwindigkeit verlief, wurde aus dem Anstieg der LysFru-Bildung 
zwischen 0 und 2 h die Anfangsgeschwindigkeit und daraus KM und Vmax berechnet 
(Abbildung 4-8). KM beträgt für LysMalu (0,7 ± 0,2) mM, Vmax ist (1,4 ± 0,2) mU/cm2, wobei 
die angegebene Streuung die Wurzel der Kovarianz der Funktionsparameter (Vmax und KM) 
aus der nichtlinearen Kurvenanpassung ist. Vmax von LysMalu ist ähnlich hoch wie von 
pNPGlc (1,7 mU/cm2).  
























KM = (0,71 ± 0,19) mM              














Abbildung 4-8: Kinetik des Abbaus von LysMalu durch Caco-2-Zellen. 
Geschwindigkeit der LysMalu-Hydrolyse während der Inkubation über 2 h, normiert auf durchschnitt-
liche pNPGlc-Aktivität (1,3 mU/cm2), Anpassung der Michaelis-Menten-Funktion, ohne Ausreißer °. 
Die Hydrolyse von LysMaltriu wurde auf analoge Weise untersucht. Es entstand wie aus dem 
peptidgebundenen ARP zunächst überwiegend LysMalu und später verstärkt LysFru, demzu-
folge werden sukzessive Glucoseeinheiten abgespalten (Abbildung 4-9). Dadurch trat Lys-
Malu als Konkurrenzsubstrat auf, was die Analyse der Kinetik erschwerte. Die Geschwindig-
keit des LysMaltriu-Abbaus ist vermutlich nur über einen kurzen Zeitraum annähernd linear, 
so dass die in Abbildung 4-9 rechts angegebene Abbaugeschwindigkeit während der ersten 
Stunde der Inkubation berechnet wurde. Selbst dabei wird sie bei niedriger Substratkonzentra-
tion vermutlich stärker unterschätzt als bei hoher Substratkonzentration. Die Ermittlung der 
Michaelis-Menten-Parameter war entsprechend unpräzise.  
Der apparente Vmax-Wert berechnet sich zu (4,4 ± 1,5) mU/cm2, KM zu (2,5 ± 1,2) mM. 
Letzterer stimmt relativ gut mit dem später ermittelten Kic-Wert von (4,2 ± 1,5) mM überein 
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(vgl. 4.1.4). Bei kompetitiven Inhibitoren, welche an sich konkurrierende Substrate sind, 
entspricht der Kic-Wert mathematisch dem KM-Wert (Cornish-Bowden, 2004), so dass die 
Hemmung als indirekte Methode zur KM-Bestimmung genutzt werden kann. Allerdings dürfte 
auch Kic durch den zusätzlichen Inhibitor LysMalu erniedrigt werden. LysMalu selbst wies 
einen Kic-Wert von (2,3 ± 0,4) mM auf, etwas höher als der hier ermittelte KM-Wert. 
KM = (2,5 ± 1,2) mM              


















































Abbildung 4-9: Hydrolyse von LysMaltriu durch Caco-2-Zellen. 
Links: Umsatz von 0,17 mM LysMaltriu (in 400 µl/ 2 cm2) als relative Peakflächenanteile (RP-HPLC-
UV nach 3.5.4.3). Rechts: normierte Abbaugeschwindigkeit von LysMaltriu zwischen 0 und 1 h 
Inkubation über der Konzentration von LysMaltriu, Anpassung der Michaelis-Menten-Funktion.  
4.1.2.3 Abbau von Maltose und Maltulose 
Parallel zu den ARP-Abbauversuchen wurde der Abbau der α-glucosidischen Disaccaride 
Maltose und Maltulose untersucht. Maltulose wurde in 0,1 bis 10 mM Lösungen auf 24-Well-
Platten mit Caco-2-Zellen, die 13 bis 16 d konfluent waren, 1 bis 3 h inkubiert wurden (vgl. 
3.5.2.2) und die freigesetzte Glucose mit einem Hexokinase-Enzymkit quantifiziert (vgl. 
3.5.3.2).  
Maltulose wurde mit relativ hoher Geschwindigkeit durch die SI abgebaut. Die Inkubations-
zeit waren zur Erfassung der Anfangsgeschwindigkeiten zu lang, so dass zur Abschätzung 
von KM und Vmax nur der Anstieg zwischen 0 und 1 h berücksichtigt wurde (Abbildung 4-10). 
Für unter den zum ARP-Abbau vergleichbaren Versuchsbedingungen wurde ein KM-Wert von 
(2,4 ± 0,7) mM mit Vmax = (2,1 ± 0,3) mU/cm2 berechnet. Der KM-Wert stimmt gut mit dem 
Kic-Wert für Maltulose von (3,4 ± 0,7) mM überein (vgl. 4.1.3.2). Maltose, mit demselben 
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Versuchsaufbau ebenfalls untersucht, wurde als natürliches Substrat der SI mit noch höherer 
Geschwindigkeit hydrolysiert, weshalb dessen Kurve in Abbildung 4-10 nicht zur Berechnung 
von KM und Vmax herangezogen wurde, sondern nur zum Vergleich eingezeichnet ist.   





















KM = (2,4 ± 0,7) mM              
Vmax = (2,1 ± 0,3) mU/cm2
 
Abbildung 4-10: Hydrolyse von Maltulose durch Caco-2-Zellen.  
Auftragung der normierten Abbaugeschwindigkeit zwischen 0 und 1 h Inkubation gegen die Substrat-
konzentration.(Durchführung nach 3.5.4.1). Nichtlineare Anpassung der Michaelis-Menten-Funktion 
mit Origin®, aus der sich die Streumaße der Parameter ergaben. 
Die Hydrolyse von Maltulose konnte für humane SI hier erstmals gezeigt werden. Versuche 
mit Mucosahomogenaten von Schwein und Ratte stellten bereits eine maltulosehydrolytische 
Aktivität fest, die 1/3 bzw. 1/4 der maltosehydrolytischen Aktivität betrug (Ruttloff et al., 
1967). Diese Aktivitätsverhältnisse entsprechen etwa dem in Abbildung 4-10 ersichtlichen 
Verhältnis für die humane SI.  
Für Maltose wurde die Bestimmung der kinetischen Daten im Rahmen der Inhibierungs-
versuche wiederholt. Zunächst wurde die Linearität der Glucosefreisetzung in 10-min-
Intervallen über 60 min sowohl aus 1,8 mM als auch für 40 mM Maltose bestätigt (Durchfüh-
rung nach 3.5.2.1 mit 11 d konfluenten Zellen in 96-Well-Platte, Glucosebestimmung mit 
Glucoseoxidase nach 3.5.3.1). So konnte die Anfangsgeschwindigkeit allein aus einer 
Inkubation über 20 oder 40 min berechnet werden. In 24-Well-Platten (3.5.2.2) wurden mit 
verschieden lange konfluenten Zellen mit der Glucoseoxidase-Methode (3.5.3.1) allerdings 
verschiedene kinetische Parameter bestimmt (Abbildung 4-11). Der KM-Wert sank mit 
längerer Konfluenzzeit von 13,5 auf 0,9 mM, Vmax stieg zwischen 11 d und 22 d an. Da sich 
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mit der fortschreitenden Differenzierung wahrscheinlich die exprimierte Enzymmenge erhöht, 
ist der Anstieg von Vmax erklärbar. KM als Maß für die Affinität des Enzyms zum Substrat ist 
theoretisch jedoch unabhängig von der Enzymmenge und sollte konstant bleiben, wenn 
jeweils die Anfangsgeschwindigkeit der Enzymreaktion gemessen wurde. 

























































Abbildung 4-11: Hydrolyse von Maltose durch Caco-2-Zellen, abhängig von der Konfluenzzeit. 
11 d Konfluenz in 96-Well-Platten (100 µl) mit 40 min Inkubation, 22/32d in 24-Well-Platten (500 µl) 
mit 20 min Inkubation (3.5.2.2 und 3.5.3.1). Anpassung der Michaelis-Menten-Funktion. Angabe der 
Parameter als Mittelwerte mit SD (n = 2). 
Die Veränderung von KM lässt sich möglicherweise mit einer Veränderung der Glucoseauf-
nahmerate begründen. Die Aufnahmerate in den weniger differenzierten Zellen (11 d in 96-
Well-Platte) war bei einer Ausgangskonzentration von 400 µM Glucose 38 ± 6 % (SD, n = 5) 
oder 1,1 nmol/(min·cm2) – halb so hoch wie stärker differenzierten Zellen (21 d in 24-Well-
Platte, 10 % bei allen Konzentrationen nach 20 min, d.h. 0,5 nmol/(min·cm2) vgl. 4.1.1.1). 
Von den zum Maltulose-Abbau verwendeten Zellen wurde die Glucoseaufnahmerate nicht 
bestimmt, geschätzt aus der Kultivierungsdauer ist sie dort aber ebenfalls höher. Außerdem 
hing der Anteil der aufgenommenen Glucose bei lange kultivierten Zellen kaum von der 
Glucosekonzentration ab (vgl. 4.1.1.1). Bei kürzer kultivierten Zellen war er höher, wenn 
wenig Glucose vorhanden war. Deshalb sollte sich bei niedriger Maltosekonzentration die 
Aufnahme der freigesetzten Glucose und die damit zu niedrig bestimmte Umsatzrate stärker 
bemerkbar machen als bei hoher Maltosekonzentration. Die Kurve der Michaelis-Menten-
Funktion würde dann flacher ansteigen und der KM-Wert weiter links liegen, d.h. er würde zu 
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groß bestimmt. Denkbar ist weiterhin eine mit stärkerer Zelldifferenzierung veränderte 
posttranslationale Modifizierung der SI, die in einer größeren Substrataffinität resultieren 
könnte.  
Der Kurvenverlauf ändert sich ebenfalls mit stärkerer Zelldifferenzierung. Mit dem niedrige-
ren KM-Wert wird die Kurve nicht nur steiler, sondern fällt nach einem Maximum mit 
größerer Maltosekonzentration leicht ab, was durch Substratinhibierung hervorgerufen 
werden könnte. Veränderungen in der Glucoseaufnahme durch verschiedene Transportge-
schwindigkeiten (vgl. 4.1.1.1) bei verschiedener Glucosekonzentration müssen auch in 
Betracht gezogen werden.  
Die für humane SI veröffentlichten Angaben divergieren ebenso wie die hier bestimmten: Für 
chromatographisch isolierte SI aus humanem Dünndarm wurde ein KM-Wert zu Maltose von 
(1,2 ± 0,1) mM angegeben (Heymann, 1991), später auch ein Wert von (13,7 ± 0,4) mM 
(Heymann et al., 1995) und (11,9 ± 0,6) mM (Breitmeier, 1994). Für das Immunopräzipitat ist 
ein KM-Wert von (6,8 ± 1,4) mM veröffentlicht (Quezada-Calvillo et al., 2008).  
4.1.2.4 Vergleich der Substrate für die Sucrase-Isomaltase von Caco-2-Zellen 
LysMalu und LysMaltriu werden durch die SI an ihrer glycosidischen Bindung hydrolysiert, 
so dass Glucose und LysFru gebildet werden. LysFru wird durch die SI nicht weiter abgebaut. 
Sofern eine α-glucosidische Bindung enthalten ist, verhindert also die kovalente Bindung des 
Lysins am reduzierenden Ende des Oligosaccharides die Erkennung durch die SI grundsätz-
lich nicht. Die Affinität der SI zu den freien ARP, dem Referenzsubstrat pNPGlc und den 
Disacchariden ist verglichen mit den im Laufe der Arbeit beobachteten Schwankungen 
annähernd gleich groß, wie aus den KM-Werten in Tabelle 4-1 ersichtlich. LysMalu wird 
etwas fester an das Enzym gebunden als LysMaltriu und Maltulose.  
Die Kapazitäten des Enzyms zur Hydrolyse verschiedener Substrate bei Substratsättigung, 
hier aufgrund der unbekannten, aber konstanten Enzymkonzentration nicht als Wechselzahl, 
sondern als Vmax  angegeben, unterscheiden sich stärker: LysMalu wird nur langsam umge-
setzt, mit etwa der gleichen Geschwindigkeit wie pNPGlc. Die weitere Reihenfolge ergibt 
sich mit LysMalu < Maltulose < LysMaltriu < Maltose. Die peptidgebundenen ARP, deren 
Kinetik nicht detailliert untersucht wurde, werden langsamer als pNPGlc hydrolysiert, selbst 
wenn man die geringere Substratkonzentration und die geringere Enzymmenge berücksichtigt 
(Tabelle 4-1, Indices a und c). Damit werden sie auch langsamer als die freien ARP umge-
setzt. Ob der größere hydrodynamische Radius oder der aromatische Hippurylrest die Hydro-
lysegeschwindigkeit senkt, wurde nicht untersucht, so dass Schlussfolgerungen für das 
Verhalten anderer peptidgebundener ARP, wie sie bei der Verdauung entstehen, noch nicht 
möglich sind. Da das ebenfalls aromatische pNPGlc mit relativ hoher Geschwindigkeit 
umgesetzt werden kann, scheint die Molekülgröße ausschlaggebend. 
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Tabelle 4-1: Abbau der α-glucosidischen ARP und Disaccharide auf Caco-2-Zellen 










HipLysMaltriu 0,059a mit 0,29 mM n.b. n.b. n.b.  
HipLysMalu 0,029a mit 0,32 mM  n.b. n.b. n.b.  
LysMalu  2,3 ± 0,4 0,7 ± 0,2 1,4 ± 0,2b 1,9 ± 0,6b 
LysMaltriu  4,2 ± 1,5 2,5 ± 1,2 4,4 ± 1,5b 1,8 ± 1,1b 
Maltulose  3,4 ± 0,7 2,4 ± 0,7 2,1 ± 0,3b 0,9 ± 0,3b 
Maltose   3,0 ± 0,5 9,1 ± 0,1 3,0 ± 0,6 
pNPGlc 0,7a mit 3 mM 
1,3b mit 3 mM 
1,2c mit 3 mM 
0,3c mit 0,3 mM 
 1,2 ± 0,2 1,7 ± 0,1c 1,4 ± 0,3c 
n.b.: nicht bestimmt 
* Aktivität als Minderung der Stoffmenge des jeweiligen Substrates berechnet (nmol/min pro cm2 Wachstums-
fläche), für Maltose und Maltulose dabei aus freigesetzter Glucose bestimmt.  
# Angabe der in 4.1.3.2 und 4.1.4.2 ermittelten Inhibitorkonstanten neben Maltose, mit SD (n = 2) 
## Angabe des Fehlers aus der Kurvenanpassung in Origin (Wurzel der Covarianz der Kurvenparameter)  
### Angabe der sich fortpflanzenden Fehler aus der Kurvenanpassung (siehe 3.5.1.4) 
a, b, c: Werte mit demselben Buchstaben sind mit gleicher oder aufeinander normierter Enzymaktivität erzeugt 
(3 mM pNPGlc), d.h. untereinander vergleichbar. a: 0,7, b: 1,3, c: 1,2, jeweils mU/cm2 
Der Quotient aus Wechselzahl und KM, die Spezifitätskonstante k, beschreibt als Geschwin-
digkeitskonstante zweiter Ordnung die katalytische Effizienz des Enzyms zur Hydrolyse der 
Substrate. Hier wird wieder ersatzweise Vmax/KM verglichen. Die beiden ARP LysMalu und 
LysMaltriu werden gleich effizient umgesetzt, Maltulose scheint ein „schlechteres“ Substrat 
zu sein. Falls die Aminogruppe von LysMalu tatsächlich mit Carboxylat-Gruppen im aktiven 
Zentrum wechselwirkt, sollte sich die Affinität des Enzyms zu LysMalu im Vergleich zu 
Maltulose, dem Zucker analoger Struktur, erhöhen. Die Hydrolysegeschwindigkeit sollte sich 
jedoch erniedrigen, da die katalytische Funktion der Carboxylatgruppen eingeschränkt sein 
dürfte. Je nach dem, welcher Effekt überwiegt, sinkt oder steigt so die katalytische Effizienz 
der LysMalu-Hydrolyse im Vergleich zur Maltulosehydrolyse. Um diese Unterschiede sicher 
feststellen zu können, ist eine präzisere und vor allem parallele Bestimmung der Abbaukineti-
ken nötig, denn insbesondere die katalytische Effizienz der Maltosehydrolyse erhöht sich mit 
zunehmender Differenzierung der Zellen (vgl. Abbildung 4-11). Damit ließe sich auch das 
Verhältnis der Hydrolyseeffizienz von Maltose und LysMaltriu aufklären.  
Der hier für pNPGlc bestimmte KM-Wert ist gleich dem von Kaninchen-SI (1,25 mM, pH 
6,8). In jener Studie wurde auch bestätigt, dass pNPGlc von beiden Untereinheiten umgesetzt 
wird, von Isomaltase mit einem deutlich niedrigeren KM (0,24 mM) und etwas langsamer (kcat 
213/min) als von Sucrase (KM 1,28 mM, kcat 290/min, Cogoli und Semenza, 1975). Die 
maltosehydrolytische Aktivität wird hingegen fast ausschließlich von der Sucrase-Unter-
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einheit gestellt (Heymann et al., 1995). Dieser Unterschied hat Auswirkungen auf die im 
Folgenden mit beiden Substraten ermittelten Enzymhemmungen. 
4.1.3 Hemmung der Sucrase-Isomaltase durch Zucker 
Neben der Frage, ob die glycosidische Bindung der Oligosaccharid-ARP hydrolysiert werden 
können, war der Einfluss von ARP auf die Verdauung anderer Substrate von Interesse. Die 
Hemmung der SI von Caco-2-Zellen wurde mit zwei verschiedenen Substraten und zwei 
verschiedenen Versuchsplänen bestimmt. Mit dem photometrisch leicht messbaren Substrat 
pNPGlc haben die Glucoseaufnahme und die Hydrolyse des Inhibitors keinen Einfluss auf die 
messbare Hemmung. Jedoch ist das hydrophobe Aglykon wenig vergleichbar mit im Darm 
vorkommenden Substraten und den untersuchten Inhibitoren. Mit diesem wurden unter 
Variation der Inhibitorkonzentration IC50-Werte bestimmt, die einen ersten Überblick über die 
Affinität der Enzyme zu den Inhibitoren geben.  
Mit Maltose als natürlichem Substrat wurden hingegen Inhibitorkonstanten unter Variation 
der Substratkonzentration ermittelt. Diese haben den Vorteil, unabhängig von der Art und 
Konzentration des Substrates zu sein. Im Falle, dass der Inhibitor selbst hydrolysiert wird, 
entsprechen sie seinem KM-Wert. Ein Nachteil ist, dass die Größenordnung der Hemmung 
vorab bekannt sein muss, um mit nur einer untersuchten Inhibitorkonzentration eine Berech-
nung des Kic-Wertes zu ermöglichen. Ein weiterer Nachteil der Verwendung von Maltose als 
Substrat ist die Glucoseaufnahme der Caco-2-Zellen. Schließlich wird mit Maltose nur die 
Hemmung der Sucrase bestimmt, mit pNPGlc die Hemmung des gesamten Enzymkomplexes 
(vgl. 4.1.2.4). 
Um bei der Wirkung der ARP auf den Enzym-Komplex zwischen dem Einfluss der veränder-
ten Zuckerstruktur und dem Einfluss der Aminosäure unterscheiden zu können, wurden 
zunächst die Affinitäten weiterer Zucker zur SI untersucht. Auch Monosaccharide könnten an 
das aktive Zentrum gebunden werden und führten dann zum Beispiel zu Produkthemmung. 
4.1.3.1 Hemmung der Hydrolyse von pNPGlc 
Mit dem Substrat pNPGlc in der Konzentration von 3 mM (Durchführung nach 3.5.1.3) 
zeigten Maltose und Maltotriose unerwartet hohe IC50-Werte von 11,5 und 12,7 mM 
(Abbildung 4-12), binden also schlechter als pNPGlc an das Enzym. Dies könnte mit der 
relativ langen Inkubationszeit von 45 min und der dabei möglichen Hydrolyse der Inhibitoren 
zu weniger hemmenden Monosacchariden begründet werden. Darüber hinaus nähern sich 
beide IC50-Kurven schon bei ca. 70 % Hemmung einer Horizontalen an, d.h. nur 70 % der 
pNPGlc-hydrolytischen Aktivität sind mit diesen beiden Zuckern hemmbar. Die restlichen 
30 % können demzufolge der Isomaltase-Untereinheit zugeschrieben werden, welche ver-
nachlässigbare Aktivität gegenüber Maltose und Maltotriose hat (Heymann et al., 1995). 
Unter dieser Annahme lässt sich bei 35 % Hemmung ein „IC50“-Wert nur für Sucrase von 
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6,3 mM Maltose berechnen; die Kurve der Maltotriose ist in diesem Bereich zu unpräzise für 































(n = 3)6,4 ± 1,7Maltulose
(n = 1)11,5Maltose
IC50 in mM, mit SD:
 
Abbildung 4-12: Hemmung der SI durch Zucker (Substrat 3 mM pNPGlc).  
Durchführung nach 3.5.1.3, Anpassung der logistischen Funktion. 
Maltulose hemmt stärker als Maltose, scheint also mit der Fructoseeinheit stärker an die SI zu 
binden oder wird langsamer zu nicht hemmenden Monosacchariden hydrolysiert. Letzteres ist 
aus der Abbaukinetik zu erwarten (vgl. 4.1.2.3). Ob Maltulose auch von Isomaltase gebunden 
wird, kann mit dem untersuchten Konzentrationsbereich nicht geklärt werden. Maltulose 
sollte mit einer α-1→4-glucosidischen Bindung in erster Linie von der Sucraseeinheit 
gebunden und hydrolysiert werden (vgl. 2.3.1.1). 
4.1.3.2 Hemmung der Hydrolyse von Maltose 
In Gegenwart des Substrates Maltose wurde der Einfluss von Maltulose und Fructose unter-
sucht. Maltulose ähnelt strukturell dem ARP LysMalu, Fructose dem LysFru, so dass durch 
Vergleich der Hemmungen dieser Stoffe der Einfluss des Lysinrestes deutlich werden sollte. 
Die Maltosehydrolyse wurde als Freisetzung von Glucose, die Maltulosehydrolyse als 
Freisetzung von Fructose bestimmt (vgl. 3.5.2.3). So konnte die aus Maltulose stammende 
Glucose berücksichtigt werden.  
Wie nach den Ergebnissen der Hydrolyse von Maltulose aus Abschnitt 4.1.2.3 erwartet, zeigte 
dieser Zucker mit der Konzentration von 5 mM eine mittlere, rein kompetitive Hemmung der 
Maltosehydrolyse (siehe Abbildung 4-13). Die Inhibitorkonstante Kic von 3,4 mM stimmt in 
etwa mit dem KM-Wert von 2,4 mM überein, demnach wird die kompetitive Hemmung durch 
die Konkurrenz als Substrat hervorgerufen. Maltulose selbst wird in diesem Versuch nur zu 1 
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bis 2 % hydrolysiert, bleibt also annähernd gleich konzentriert. Auf das Ausmaß der Maltulo-
sehydrolyse hat die Maltosekonzentration wenig Einfluss; neben 5 mM Maltulose zeigt 
Maltose einen IC50-Wert von (16 ± 3) mM. Damit bestätigt sich die Reihenfolge der Affinität 
zum Enzym aus den Versuchen mit pNPGlc: Maltulose wird zwar langsamer hydrolysiert, 
aber stärker gebunden als Maltose.  
Die reduzierende Zuckereinheit von Maltulose liegt bei 32 °C in Wasser zu 62 % als 
β-Pyranose und zu 31 % als β-Furanose vor (Jarrell et al., 1979). Die von Maltose weist 
dieselben Anomerenverhältnisse wie D-Glucose auf (Heyraud et al., 1979), d.h. bei 37 °C und 
pH 6 zu 61 % β-Pyranose und zu 39 % α-Pyranose (Maple und Allerhand, 1987). Die Sucrase 
bindet neben Pyranose- auch Furanose-Einheiten an subsite 2, wie im Falle von Saccharose 
bekannt. Saccharose wird mit einem KM-Wert von 23 mM weniger affin als Maltose (1 bis 
12 mM) gebunden, aber etwas schneller hydrolysiert (Öste et al., 1985; Heymann, 1991) – die 
Furanose-Einheit kann also nicht als Erklärung für die höhere Affinität dienen. Möglicherwei-
se wirkt sich die β-pyranoide Fructose-Einheit der Maltulose günstig auf die Bindung aus, sie 
besitzt keine CH2-OH-Gruppe in der Nähe der glycosidischen Bindung (siehe Abbildung 
4-14).  
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Abbildung 4-13: Hemmung der SI (Maltose) durch Maltulose (5 mM).  
Angabe von Mittelwerten mit SD (n = 2). Anpassung der Daten an Michaelis-Menten-Funktion, 
schwarz: nur Maltose, rot: Maltose und Inhibitor. Durchführung nach  3.5.2.3. a: Maltulose als 
Inhibitor, mit 22 d konfluenten Zellen. b: Fructose als Inhibitor, mit 32 d konfluente Zellen (keine 
Hemmung, KM = 0,9 mM).  














































Abbildung 4-14: Vergleich der Strukturen von Saccharose, Maltulose und Maltose 
Fructose, die wie die Fructose-Einheit von Maltulose an subsite 2 der SI binden könnte, zeigt 
hingegen in der Konzentration von 15 mM weder eine kompetitive noch eine signifikante 
unkompetitive Hemmung (Abbildung 4-13). Für die SI aus Kaninchen wurde eine sehr 
schwache, unkompetitive Hemmung mit einem Kiu von 105 mM bestimmt (Cogoli und 
Semenza, 1975). Mikromolare Konzentrationen von Fructose, wie sie in diesen Versuchen bei 
der Maltulosehydrolyse entstehen, haben folglich keinen Einfluss auf die Enzymaktivität. 
Der Einfluss von Glucose auf die Maltosehydrolyse konnte nach dieser Methode nicht 
bestimmt werden. Für Kaninchen-SI wurde eine schwache kompetitive Hemmung mit einem 
Kic von 19 mM festgestellt. Die höchsten gemessenen Glucosekonzentrationen aus der 
Maltosehydrolyse liegen mit 1,2 mM noch deutlich darunter, so dass die Produkthemmung 
hier vernachlässigbar klein sein sollte. 
4.1.4 Hemmung der Sucrase-Isomaltase durch Amadori-Produkte 
Aufgrund der Tatsache, dass Maltooligosaccharid-ARP von den Zellen hydrolysiert werden 
(vgl. 4.1.2), sollten sie auch einen Hemmeffekt als konkurrierende Substrate zeigen.  
4.1.4.1 Hemmung der Hydrolyse von pNPGlc 
Die Hydrolyse des photometrisch messbaren Substrates wurde durch LysMalu deutlich 
stärker gehemmt als durch den entsprechenden Zucker ohne Aminosäure, Maltulose (siehe 
Abbildung 4-15). HipLysMalu, welches selbst nur langsam hydrolysiert wurde, hemmt 
ähnlich stark wie Maltulose und zeigt mit dem IC50-Wert von 4 mM neben 3 mM Substrat 
eine ähnliche Affinität zur SI wie pNPGlc. Demzufolge scheint die Nε-Aminogruppe des 
Lysins am reduzierenden Ende die Bindung an das aktive Zentrum der SI zu fördern.  
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Abbildung 4-15: Hemmung der SI durch Maltulose-ARP (3 mM pNPGlc). 
Durchführung nach 3.5.1.3, Anpassung der logistischen Funktion. 
Wie der Abstand der Aminogruppe vom nichtreduzierenden Ende der Oligosaccharid-Kette 
die Bindung an das Enzym beeinflusst, ist in Abbildung 4-16 gezeigt. LysMaltriu hemmt 
schwächer als LysMalu, obwohl es mit höherer Geschwindigkeit hydrolysiert werden kann. 
Auch LysFru zeigt eine nur schwache Hemmung. 
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Abbildung 4-16: Hemmung der SI (3 mM pNPGlc) durch verschieden langkettige ARP.  
Durchführung nach 3.5.1.3, Anpassung der logistischen Funktion. 
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Acarbose, ein starker kompetitiver Inhibitor der intestinalen Glucosidasen, welcher eine 
Aminogruppe an der Position der glycosidischen Bindung besitzt, hemmt um zwei Größen-
ordnungen stärker als die ARP. LysFru bindet vermutlich mit der Fructose-Einheit an subsite 
2, so dass die Position der Aminogruppe nicht der von Acarbose entsprechen kann 
(Abbildung 4-17). Im Vergleich zu LysMalu fehlt LysFru die Bindung des nichtreduzierenden 
Zuckerendes an das Enzym, weshalb die Hemmung deutlich schwächer ausgeprägt ist. 
LysMaltriu, deren Aminogruppe aufgrund der Entfernung mit dem aktiven Zentrum von SI 
vermutlich nicht mehr wechselwirken kann, hemmt genauso stark wie Maltose (IC50 = 11,5 
mM) und Maltotriose (IC50 = 12,7 mM), was das Prinzip bestätigt. HipLysMaltriu bindet mit 
einem IC50 von (15,4 ± 0,6) mM (n = 3) sogar noch schwächer als Maltotriose (nicht darge-
stellt). Wie sich schon am Vergleich von LysMalu mit HipLysMalu zeigte, stört die Hippu-




































































Abbildung 4-17: Strukturen von ARP und Acarbose in schematischer Bindungstasche von SI. 
Darstellung nach Cogoli und Semenza (1975), SA: Substratbindungsareal = subsite. 
Die IC50-Kurve der Acarbose in Abbildung 4-16 erreicht keine vollständige Hemmung der SI, 
sondern nähert sich einer Horizonalen bei 70 % Hemmung an, wie schon für Maltose be-
obachtet (vgl. 4.1.3). Durch die α1→4-Verknüpfung des Aminocyclitols mit der 4,6-
Didesoxyglucopyranose imitiert Acarbose strukturell Maltooligosaccharide und hemmt 
Isomaltase praktisch nicht (Truscheit et al., 1981; Quezada-Calvillo et al., 2008). Wie oben 
vermutet, sind etwa 30 % der pNPGlc-hydrolytischen Aktivität der Isomaltase zuzuordnen. 
Auch die ARP hemmen in keinem Fall stärker als 70 %, wenn auch die Asymptote mit den 
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untersuchten Konzentrationen nur für HipLysMalu erreicht wurde (hier nicht dargestellt, 
Lunow, 2009). Damit kann noch nicht abschließend geklärt werden, ob sie auch von der 
Isomaltase-Untereinheit gebunden werden.  
Inhibitorkonstante von LysMalu 
Für den stärksten Inhibitor der pNPGlc-Hydrolyse, LysMalu, wurde zusätzlich die Art der 
Inhibierung charakterisiert, indem für pNPGlc allein, sowie in Anwesenheit von LysMalu, KM 
und Vmax nach der Beschreibung in Abschnitt 3.5.1.4 bestimmt wurden. Da Vmax sich durch 
den Inhibitor nicht ändert (Abbildung 4-18), handelt es sich um eine kompetitive Hemmung. 
Die Inhibitorkonstante Kic wurde zu (0,50 ± 0,11) mM (SD, n = 2) berechnet; sie bezieht sich 
auf den gesamten SI-Komplex, da das Substrat pNPGlc von beiden Untereinheiten mit dem 
gemeinsamen KM 1,2 mM umgesetzt wird. KM ist doppelt so groß wie Kic von LysMalu, d.h. 
letzteres bindet stärker an SI als pNPGlc. Dies wurde schon anhand des IC50-Wertes von 
1,8 mM neben fast der doppelten Konzentration an pNPGlc beobachtet.  
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Abbildung 4-18: Kompetitive Hemmung der pNPGlc-Hydrolyse von SI durch LysMalu. 
Durchführung nach 3.5.1.4 mit 13 bis 16 d konfluenten Zellen. Angabe der Streumaße aus der 
Kurvenanpassung an die Michaelis-Menten-Funktion.  
4.1.4.2 Hemmung der Hydrolyse von Maltose 
Die ARP LysMalu und LysMaltriu, deren Hydrolyse bereits in Abschnitt 4.1.2.2 beschrieben 
wurde, hemmen als konkurrierende Substrate auch die Maltosehydrolyse rein kompetitiv 
(Durchführung 3.5.2.3). Entsprechend den KM-Werten zeigt LysMalu einen niedrigeren Kic-
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Wert als LysMaltriu (Abbildung 4-19). Verglichen mit dem KM von Maltose in diesem 
Versuch (3,0 mM) bindet LysMalu stärker als das Substrat; die Ergebnisse der vorhergehend 
beschriebenen Versuche bestätigen sich. Auch LysFru hemmt nur schwach, wie schon mit 
dem IC50-Wert von 20 mM neben 3 mM pNPGlc vermutet und aus der Struktur abgeleitet 
(vgl. Abbildung 4-17).  
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Abbildung 4-19: Hemmung der SI (Maltose) durch ARP und Acarbose. 
Durchführung nach 3.5.2.3, Angabe der Mittelwerte mit SD (n = 2 parallel), 22 d konfluente Zellen. 
Zur Ermittlung der Maltosehydrolyserate aus der freigesetzten Glucose war in diesem 
Versuch auch die Quantifizierung des ARP-Abbaus notwendig (Durchführung vgl. 3.5.4.3). 
Innerhalb der 20-minütigen Inkubation wurde LysMalu nicht signifikant hydrolysiert, d.h. zu 
weniger als 1 % oder mit maximal 0,6 mU/cm2. Nach der in 4.1.2.2 bestimmten Abbauge-
schwindigkeit von LysMalu war bei der Konzentration von 5 mM zumindest ohne Maltosezu-
satz ein Umsatz von etwa 2 % erwartet worden, der auch hätte detektiert werden können.  
Der Abbau von 5 mM LysMaltriu war hingegen messbar: 4 % der Ausgangskonzentration 
wurden in Abwesenheit von Maltose zu LysMalu hydrolysiert, während LysFru nicht ent-
stand. Das entspricht mit 2,5 mU/cm2 etwa der halben Vmax, da die eingesetzte Konzentration 
nahe dem KM-Wert ist (vgl. 4.1.2.2). Durch steigende Maltosekonzentration wurde die 
Hydrolyse von LysMaltriu bis auf etwa 1/10 der Ausgangsgeschwindigkeit bei 20 mM Malto-
se. Aus diesen Daten konnte für die hier als „Inhibitor“ wirkende Maltose ein IC50-Wert von 
etwa 4 mM neben dem Substrat LysMaltriu (5 mM) berechnet werden (nicht dargestellt).  
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Acarbose wurde erneut als bekannter Inhibitor zum Vergleich eingesetzt. Die Berechnung des 
orientierenden Kic-Wertes wurde unter vereinfachten Voraussetzungen wie für die anderen 
mittelstarken Inhibitoren vorgenommen, obwohl bei der geringen Einsatzkonzentration dieses 
starken Inhibitors ein signifikanter Anteil der Acarbose vermutlich nicht frei, sondern am 
Enzym gebunden vorliegt und die angenommene Inhibitorkonzentration nicht der tatsächlich 
frei vorliegenden entspricht. Für die Berücksichtigung solcher Effekte von tight-binding-
Inhibitoren (Hanozet et al., 1981) sind mehr Daten erforderlich als hier aufgenommen. 
Dennoch entspricht der erhaltene Wert von 3,4 µM den bisher veröffentlichten Angaben für 
humane Sucrase: 1,3 µM (Caspary und Graf, 1979) und 5,3 µM (Quezada-Calvillo et al., 
2008). Wie erwähnt wird die Isomaltase weniger gehemmt (Ki = 200 µM), MGAM hingegen 
deutlich stärker (Ki = 0,074 µM, Quezada-Calvillo et al., 2008). Dies bestätigt zumindest für 
22 d konfluente Zellen die Annahme, dass Caco-2-Zellen keine MGAM exprimieren (Hauri 
et al., 1985). 
Hemmung durch ein Heyns-Produkt 
Auch der Einfluss des HRP LysGlc auf die Maltosehydrolyse wurde untersucht, da ein 
α-Glucopyranosylrest an subsite 1 binden und so stärker als LysFru hemmen könnte. Reines 
LysGlc war nicht verfügbar, die untersuchte Mischung LysGlc/Man enthält zu 70 % LysGlc. 
Durch sie wurde die Maltosehydrolyse schwächer als durch LysFru gehemmt, die Inhibitor-
konstante Kic ist mit 40 mM mehr als 40-mal höher als der KM-Wert von Maltose (Abbildung 
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Abbildung 4-20: Hemmung der SI (Maltose) durch LysGlc/Man. 
Durchführung nach 3.5.2.3, 32 d konfluente Zellen. 
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Aktivierung durch Amadori-Produkte 
Alle hier beobachteten Hemmungen sind kompetitiver Natur, da Vmax nicht signifikant 
erniedrigt wurde, und demzufolge die unkompetitiven Inhibitorkonstanten Kiu mehr als 
zehnmal größer als die untersuchten Konzentrationen sind (vgl. Anhang A2). In Abbildung 
4-19 ist der Kurvenverlauf von LysMalu auffällig, der zwar bei niedriger Maltosekonzentrati-
on der Hemmung entsprechend flach ist, bei höherer Maltosekonzentration jedoch steiler 
ansteigt als erwartet. Auch Vmax scheint im Vergleich zur Referenzkurve tendenziell erhöht zu 
sein. Dies spricht für eine leichte Aktivierung der Maltosehydrolyse durch LysMalu, die 
insbesondere bei höherer Maltosekonzentration zum Tragen kommt.  
In Voruntersuchungen zum Einfluss der Inhibitoren auf die Maltosehydrolyse durch Caco-2-
Zellen wurde tatsächlich eine Aktivierung durch LysMalu beobachtet: Auf einer 24-Well-
Platte von 12 d konfluenten Caco-2-Zellen (Aktivität gegenüber pNPGlc 0,9 mU/cm2) wurden 
in 400 µL isotonem MES-Puffer ähnlich der Beschreibung in 3.5.4 die Hydrolyse von 10 mM 
Maltose allein oder mit 1,25 mM LysMalu über längere Zeit (1 bis 3 h) verfolgt. Glucose 
wurde dafür enzymatisch nach 3.5.3.2 bestimmt, LysMalu und LysFru per HPLC nach 
3.5.4.3. Wenn LysMalu anwesend war, verlief die Hydrolyse von 10 mM Maltose zweimal 
schneller als in Abwesenheit von LysMalu: mit 5,7 vs. 3,0 mU/cm2 in den ersten 60 min der 
Inkubationszeit (vgl. Abbildung 4-21). Dieser Effekt wurde jedoch nicht genauer untersucht 
und konnte später, wie oben beschrieben, mit höheren LysMalu-Konzentrationen nicht im 




















20 40 60 120 180
 
Abbildung 4-21: Aktivierung der SI durch geringe Mengen LysMalu. 
Dargestellt ist die Hydrolyse von 10 mM Maltose neben der von 1,25 mM LysMalu (RP-HPLC-
Messung nach 3.5.4.3) in 24-Well-Platten mit 400 µl. 
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4.1.5 Zusammenfassung der Einflüsse auf Sucrase-Isomaltase 
Aufgrund struktureller Ähnlichkeit der ARP zu Substraten der Disaccharidasen und aufgrund 
der positiven Ladung, die mit ihnen in die Bindungstasche eingebracht werden kann, hemmen 
die untersuchten ARP wie erwartet kompetitiv. Insgesamt ergeben die IC50-Werte, Inhibitor-
konstanten und Michaelis-Menten-Konstanten ein einheitliches Bild (Tabelle 4-2), so dass für 
die Sucrase im Komplex mit Isomaltase der Caco-2-Zellen folgende Reihenfolge der Affinität 
aufgestellt werden kann: 
Acarbose >>> LysMalu > Maltulose ≥ Maltose > Maltotriose = LysMaltriu >> LysFru > 
LysGlc/Man > Fructose 
Tabelle 4-2: Zusammenfassung der Daten zur Hemmung der Sucrase-Isomaltase (mit SD) 
Substanz KM (mM) Kic (mM) 
neben Maltose 
IC50 (mM) 
neben 3 mM 
pNPGlc 
Vmax (mU/cm2) 
Acarbose keine Hydrolyse 0,003 ± 0,001 0,05 ± 0,04 keine Hydrolyse 
LysMalu 0,7 ± 0,2 2,3 ± 0,4 
(0,5 ± 0,1)* 
1,8 ± 0,7 1,4 ± 0,2 
Maltulose 2,4 ± 0,7 3,4 ± 0,7 6,4 ± 1,7 2,1 ± 0,3 
Maltose 3,0 ± 0,5   -  11,5 9,1 ± 0,1 
Maltotriose nicht bestimmt nicht bestimmt 12,7 nicht bestimmt 
LysMaltriu 2,5 ± 1,2 4,2 ± 1,5 11,3 ± 1,2 4,4 ± 1,5 
LysFru keine Hydrolyse 25,9 ± 12,5 20,0 ± 0,8 keine Hydrolyse 
LysGlc/Man keine Hydrolyse 40 nicht bestimmt keine Hydrolyse 
Fructose keine Hydrolyse keine Hemmung nicht bestimmt keine Hydrolyse 
HipLysMalu nicht bestimmt nicht bestimmt 4,0 ± 1,0 nicht bestimmt 
HipLysMaltriu nicht bestimmt nicht bestimmt 15,4 ± 0,6 nicht bestimmt 
pNPGlc 1,2 ± 0,2 nicht bestimmt  -  1,7 ± 0,1 
* neben pNPGlc als Substrat 
Die peptidgebundenen ARP HipLysMalu und HipLysMaltriu hemmen weniger stark als ihre 
freien Analoga. Ob dies auf den Benzoylrest oder generell auf die Molekülgröße zurückge-
führt werden kann, wurde nicht untersucht. Da auch pNPGlc mit mittlerer Affinität gebunden 
wird, scheint die Molekülgröße ausschlaggebend.  
Bestätigt wurden die Spezifität der Sucrase und die postulierten zwei subsites (Heymann et 
al., 1995; Hertel et al., 2000), wobei subsite 1 einen α-Glucopyranosylrest bindet und subsite 
2 neben dem 1→2-β-Fructofuranosid (Saccharose) auch 1→4-β-Glucopyranose (Maltose) 
binden kann. Erweiternd kann hinzugefügt werden, dass auch 1→4-β-Fructopyranose wie in 
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Maltulose als Aglykon akzeptiert wird. Die dritte Zuckereinheit spielt für die Substratbindung 
wie postuliert (Heymann et al., 1995) keine große Rolle, da kein Unterschied zwischen den 
Affinitäten zu Maltotriose und zu LysMaltriu festgestellt werden konnte. Im direkten Ver-
gleich der Affinitäten von SI zu Maltulose und LysMalu fällt auf, dass die Lysinkomponente 
– vermutlich die Nε-Aminogruppe – die Bindung an das Enzym etwas verstärkt. 
Die Hemmung der ARP war im Vergleich zu pharmakologisch relevanten Inhibitoren nur 
schwach: Salacinol mit einem positiven Schwefelatom anstelle des Sauerstoffatoms im Ring 
zeigt auf Caco-2-Zellen neben 22 mM Maltose einen IC50-Wert von 0,5 µM (Minami et al., 
2008). Desoxynojirimycin hemmte die Saccharose-Hydrolyse der Caco-2-Zellen mit 
0,077 µM zu 50 % (Hansawasdi und Kawabata, 2006). Acarbose schließlich, der schwächste 
unter den starken Inhibitoren für SI, zeigte in dieser Arbeit eine kompetitive Inhibitorkonstan-
te von 3,4 µM, drei Größenordnungen geringer als die von LysMalu.  
Eine unkompetitive Hemmung wurde in keinem Fall sichtbar. Allenfalls konnte eine tenden-
zielle Aktivierung der SI-Maltosehydrolyse durch LysMalu beobachtet werden. LysMalu 
zeigte diesen Effekt in größerem Maße bei pNPGlc-Hydrolyse durch Hefe-α-glucosidase 
(Steinbach, 2009). Eine Aktivierung intestinaler Disaccharidasen ist bisher nur für Na+ 
beschrieben (Cogoli und Semenza, 1975; Hanozet et al., 1981). Für MGAM ist dagegen die 
Inhibierung durch höhere Konzentrationen an Maltooligosacchariden, d.h. Substrat, bekannt 
(Quezada-Calvillo et al., 2007).  
Die von Öste et al. (1985) beobachtete sehr schwache kompetitive Hemmung der Sucrase 
durch die niedermolekulare Fraktion einer Maillard-Reaktionsmischung könnte nach den hier 
gewonnenen Erkenntnissen durch LysFru erklärt werden. Bestünde die eingesetzte Konzent-
ration dieser Mischung von 10 g/l nur aus LysFru, so ließe sich aus den angegebenen kineti-
schen Daten für Sucrase ein Kic-Wert von 250 mM und für die Maltase-Aktivität (Sucrase und 
MGAM) ein Kic von 17 mM berechnen. Diese liegen in der Größenordnung der hier bestimm-
ten (26 ± 13) mM. 
Die Hydrolyse der glycosidischen Bindung sowohl von freien als auch peptidgebundenen 
Maltulose- und Maltotriulose-ARP, sowie von Maltulose durch humane SI konnte in dieser 
Arbeit erstmalig gezeigt werden. Die LysFru-Einheit bleibt dabei intakt. Folgende Reihenfol-
ge der Hydrolysegeschwindigkeit (Tabelle 4-2 undTabelle 4-1) kann aufgestellt werden:  
Maltose > Maltulose = LysMaltriu > pNPGlc > LysMalu >> HipLysMaltriu > HipLysMalu 
Für die Umsatzgeschwindigkeit ist demnach die Aminogruppe und noch mehr die Hippuryl-
gruppe hinderlich. Vermutlich blockiert erstere eine für die Deprotonierung des Substrates 
nötige Carboxylat-Gruppe. Möglicherweise lösen sich beide Gruppen nach der Hydrolyse nur 
langsam vom Enzym.  
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4.1.6 Abbau von Amadori-Produkten durch Lactase der Caco-2-Zellen 
Neben den ARP von Malto-Oligosacchariden spielen die von Lactose in der Ernährung eine 
große Rolle (vgl. 2.1.2). Die β-galactosidische Bindung der Lactose bleibt im ARP erhalten, 
so dass dieses kein Substrat für α-Glucosidasen sein kann. Lactase aus dem Enzymkomplex 
Lactase-Phlorizinhydrolase (LPH) ist im menschlichen Darm der einzige Enzymkomplex mit 
β-galactosidischer Aktivität (Skovbjerg et al., 1982, 2.3.1.3). Nachdem die Expression von 
Lactase in Caco-2-Zellen ausreichend hoch war (vgl. 4.1.1.2), konnten Inhibitor- und Abbau-
studien auch mit diesem Enzym durchgeführt werden. Untersucht wurden die in Lebensmit-
teln vorkommenden Zucker Lactose, Lactulose, Glucose, Galactose und Fructose, sowie 
deren ARP bzw. HRP, wobei jeweils eine potentielle Hemmung der Lactosehydrolyse durch 
diese Substanzen im Vordergrund stand. Zuvor wurde jedoch die Lactase-Aktivität charakte-
risiert und die Hydrolyse der glycosidischen Bindung in Lactulose, LysLacu und LysLac 
untersucht. Die Caco-2-Zellen wurden durch etwa vierstündige Inkubation mit 15 µM 
Forskolin direkt vor den Versuchen vorbereitet (Durchführung 3.4.2.5). 
4.1.6.1 Abbau von Lactose und Lactulose 
Lactose 
Die Lactosehydrolyse wurde bereits als Test auf die Ausbildung von LPH verwendet (vgl. 
4.1.1.2). Gemessen als Glucosefreisetzung verlief die Hydrolyse von 5, 20 und 80 mM 
Lactose in 24-Well-Platten über 60 min linear. So genügte eine Inkubationszeit von 50 min, 
um die Anfangsgeschwindigkeit im Konzentrationsbereich zwischen 7 und 100 mM zu 
berechnen und so die Lactosehydrolyse kinetisch zu charakterisieren (Durchführung 3.5.2.1).  
Wie aus Abbildung 4-22 ersichtlich, steigt die Aktivität im Verlauf mehrerer Forskolinbe-
handlungen oder auch längerer Konfluenzzeit, d.h. Vmax erhöht sich um ein Drittel. Der KM-
Wert erniedrigt sich gleichzeitig – ein Effekt, der auch schon bei der Maltosehydrolyse durch 
SI beobachtet (vgl. 4.1.2.3) und dort mit sinkender Glucoseaufnahmerate begründet wurde. 
Ob dies hier ebenfalls die Ursache ist, wurde nicht geklärt. Der sprunghafte Anstieg der 
katalytischen Effizienz zwischen Tag 27 und Tag 28 kann möglicherweise mit der innerhalb 
von 30 Stunden wiederholten Forskolinbehandlung begründet werden, da ein großer Teil der 
reversiblen Wirkung von Forskolin nur 48 h anhalten soll (Rousset et al., 1989). Dies würde 
bedeuten, dass eine tägliche Forskolinbehandlung die Lactaseaktivität noch steigern kann, 
obwohl andere Studien keine weitere Steigerung nach mehr als vierstündiger Inkubation 
feststellten (Hauri et al., 1994).  
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0,064 ± 0,0071,44 ± 0,1422,3 ± 4,627 d




































Abbildung 4-22: Erhöhung der Lactase-Aktivität von Caco-2-Zellen über die Zeit der Konfluenz. 
Durchführung 3.5.2.1. Rechts: mittlere Aktivität bei Substratsättigung (100 mM, 30 min) mit Angabe 
der Well-zu-Well-Streuung (SD, n = 24). Links: Michaelis-Menten-Parameter, Mittelwert, SD (n = 2).  
Für humane LPH in der Bürstensaummembran-Fraktion von Caco-2-Zellen wurde ein KM-
Wert von 30 mM Lactose (pH 6) ermittelt (Beau et al., 2007). Das p-Nitrophenyl-β-Lactosid 
wurde bei pH 5 mit einem KM von 1,7 mM, bei pH 7,4 mit 21,6 mM hydrolysiert, während 
Vmax relativ konstant bei 0,06 bis 0,08 mU/cm2 Caco-2-Monolayer blieb (Mizuma et al., 
2005). Diese Zellen wurden nur 10 bis 15 d kultiviert und nicht mit Forskolin behandelt, 
weshalb die Aktivität relativ niedrig war. Ogawa et al. stellten auf 15 d kultivierten Caco-2-
Zellen allerdings eine lactosehydrolytische Aktivität von 10,7 mU/cm2 fest8 (Ogawa et al., 
2002). Im Verhältnis zu der von ihnen angegebenen Maltaseaktivität von 140 mU/cm2 ist die 
Lactase-Aktivität etwas niedriger als in dieser Arbeit. Die hier verwendeten Caco-2-Zellen 
gehören demnach nicht zu den Klonen mit höchster Sucrase-, Maltase- oder Lactase-Aktivität, 
sondern zu denen mit mittlerer Aktivität (Chantret et al., 1994).  
Die kinetischen Daten für humane intestinale Lactase, welche chromatographisch isoliert 
wurde, stimmen ungefähr mit denen der LPH aus Caco-2-Zellen überein: KM-Werte zwischen 
17 und 23 mM Lactose bei pH 5,5 (Asp et al., 1969) und 21 mM bei pH 6,0 (Skovbjerg et al., 
1981) wurden angegeben, allerdings auch 34 mM bei pH 6,0 (Sall und Férard, 2003) und 14 
mM in PBS-Puffer (vermutlich pH 7,4, Naim und Lentze, 1992). Demzufolge aktiviert die 
Forskolinbehandlung das Enzym in erster Linie durch eine Steigerung der wirksamen En-
zymmenge, und möglicherweise geringfügig durch eine Erhöhung der Affinität zu Lactose.  
Die Steigerung der Hydrolyserate ist durch unterschiedliche Glycosylierungsmuster denkbar. 
Naim und Lenze (1992) beobachteten bei Lactasen, deren enzymatische Glycosylierung auf 
                                                 
8 berechnet aus ihren Angaben von 0,29 mg Protein pro Well einer 24-Well-Platte mit 4,4 µmol/h Lactosehydro-
lyse pro mg Protein (Ogawa et al. 2002). 
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verschiedene Weisen gehemmt wurde, eine vierfach höhere Aktivität des N- und O-
glycosylierten Enzyms im Vergleich zum nur N-glycosylierten Enzym. Die Affinität beider 
Formen zu Lactose war jedoch gleich.  
Lactulose 
Der Abbau von Lactulose durch Caco-2-Zellen (38 d konfluent, Enzymaktivität nach 3.5.2.1 
mit Lactose 1,5 mU/cm2) wurde mit einer 1 mM Lactulose-Lösung und Inkubationszeiten bis 
zu 3 h nach 3.5.2 untersucht. Um möglichst auch geringe Mengen an Galactose und Fructose 
zu detektieren, wurden die inkubierten Lösungen mit HPAEC-PAD nach 3.5.3.5 vermessen 
(Chromatogramme in Abbildung 4-23). In den Zellinkubaten war Glucose in einer Menge 
detektierbar, die durch die zuvor bestimmte Glucoseabgaberate erklärt werden kann (vgl. 
4.1.1.1). Der große Überschuss an Lactulose koeluierte partiell mit Galactose und Fructose, 
was im Chromatogramm der für 3 h ohne Zellkontakt inkubierten Lactuloselösung ersichtlich 
ist. Wie das Chromatogramm einer Standardlösung von 20 µM Galactose, 20 µM Fructose 
und 1 mM Lactulose in der Verdünnung von 1:7 (Zellinkubate 1:5) zeigt, wäre ein Umsatz 
von 2 % sicher detektierbar. Auch nach dreistündiger Inkubation konnte jedoch keine Galac-
tose nachgewiesen werden. Die Peakfläche der Lactulose veränderte sich ebenfalls nicht 
signifikant. Mit der ersten Einschränkung, dass geringe Mengen Galactose auch von den 
Zellen während der Inkubationszeit aufgenommen werden und ein Abbau so übersehen 
werden kann, und der zweiten Einschränkung, dass auch Lactose nur zu maximal 12 % 
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Abbildung 4-23: HPAEC-PAD von Lactulose auf Caco-2-Zellen. 
Durchführung nach 3.5.2 und 3.5.3.5. 
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Diese Schlussfolgerung geht einher mit allen bisherigen Veröffentlichungen zum Lactulose-
abbau im menschlichen Darm: Lactulose kann nicht durch menschliche Enzyme hydrolysiert 
werden, sondern wird zu weniger als 1 % intakt absorbiert, bzw. im Dickdarm durch einige 
Mikroorganismen wie Lactobacilli und Bifidobakterien abgebaut (Ruttloff et al., 1967; Harju, 
1986). Da überwiegend für den Wirtsorganismus positive Bakterien Lactulose verwerten 
können, gilt sie als Präbiotikum (Harju, 2001; Sanz et al., 2005; Schaafsma, 2008). Auch 
Ratten können Lactulose nicht hydrolysieren (Ruttloff et al., 1967), so dass entsprechende 
Tierstudien auf den Menschen übertragbar sind. Schweine hingegen zeigten in zwei Untersu-
chungen in vitro (Ruttloff et al., 1967; Harju, 1986) eine lactulosehydrolytische Aktivität von 
bis zu 40 % der lactosehydrolytischen Aktivität im Dünndarm; eine dritte Untersuchung der 
chromatographisch gereinigten LPH stellte hingegen keine Aktivität fest (Skovbjerg et al., 
1982). So könnte auch eine mikrobielle Kontaminationen der Mucosapräparate in den 
erstgenannten Studien die Lactulosehydrolyse bewirkt haben, und es bleibt offen, ob Ergeb-
nisse von Studien zur LPH-Spezifität mit Schweinen (Rérat et al., 2002) auf den Menschen 
übertragbar sind.  
4.1.6.2 Abbau von Amadori- und Heyns-Produkten 
Zur Untersuchung der möglichen Hydrolyse von ARP und HRP wurden ebenfalls niedrige 
Substratkonzentrationen von 1 mM gewählt, um neben der Bildung definierter, erwarteter 
Produkte auch einen möglichen Substratabbau zu unbekannten Produkten beobachten zu 
können. Das lässt wiederum keine sichere Detektion von geringeren Umsätzen als ca. 2 % zu 
(geschätzter Fehler der Peakflächenintegration in PTC-Chromatogramm nach 3.5.4.3). Die 
lactosehydrolytische Aktivität nach 28 d Konfluenz beträgt laut Michaelis-Menten-Funktion 
bei 1 mM Lactose 0,13 mU/cm2, was nach 3 h Inkubationszeit mit konstanter Geschwindig-
keit 12 % Umsatz entspräche. Mit den 38 d konfluenten Zellen konnte also untersucht 
werden, ob die entsprechende Hydrolyseaktivität mindestens 1/6 der lactosehydrolytischen 
Aktivität beträgt.  
Alle potentiellen Substrate, LysFru, LysTag, LysGlc/Man, LysLacu und LysLac, wurden nach 
3.5.4.1 parallel mit Zellen über 1 bis 3 h inkubiert, zum Vergleich auch 3 h ohne Zellkontakt 
(Blindwert). Die Zellen wiesen nach 38 d Konfluenz eine lactosehydrolytische Aktivität von 
1,5 mU/cm2 auf (nach 3.5.2.1). Die Zellüberstände wurden als PTC-Derivate mit HPLC (nach 
3.5.4.3) untersucht, daneben mit Aminosäureanalyse (System 3.3.4.3) und im Falle der 
Disaccharidderivate auch enzymatisch auf Galactose (nach 3.5.3.4).  
Im folgenden sind die Chromatogramme der PTC-Derivate dargestellt, ausgenommen 
LysTag, welches nicht vom MES-Puffer-Chromatogramm unterschieden werden konnte 
(Abbildung 4-24). Die Peakflächenanteile der Substrate änderten sich relativ zur Gesamt-
peakfläche nicht signifikant. Auch eine Neubildung von z.B. LysFru aus LysLacu oder 
LysGlc aus LysLac konnte nicht beobachtet werden, wenngleich die Zuordnung der Peaks zu 
den einzelnen HRP nicht eindeutig möglich war.  
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Abbildung 4-24: RP-HPLC der PTC-Derivate von LysLac, LysLacu, LysGlc/Man und LysFru nach 
Inkubation auf Caco-2-Zellen.  
Durchführung nach 3.5.4.3 mit 30-min-Gradient (oben) oder 45-min-Gradient (unten). Die Chroma-
togramme sind jeweils auf die Retentionszeit des MES-Puffer-Peaks (± 0,5 min), die der HRP rechts 
auch auf die Gesamtfläche der Peaks im dargestellten Ausschnitt (± 10 %) normiert, um Änderungen 
der Konzentration einzelner Substanzen unabhängig von Chromatographie-Schwankungen sichtbar zu 
machen. Als Blindwert diente eine ohne Zellkontakt parallel 3 h inkubierte Lösung. 
Eine Freisetzung von Galactose war in keinem Fall enzymatisch nachweisbar, sie könnte aber 
auch von den Zellen aufgenommen worden sein. Daneben liegt die Nachweisgrenze bei 
37 µM, d.h. nur Umsätze über 3,7 % hätten detektiert werden können. 
Mit Aminosäureanalyse war LysTag eindeutig als Peak identifizierbar, es wurde während der 
Inkubation nicht abgebaut. Weniger eindeutig war der mögliche Abbau der anderen Substan-
zen zu beurteilen. Die Zellen gaben im Laufe der Inkubation unterschiedlich viel Lysin an den 
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Puffer ab. Die Peakflächen von LysFru, LysLacu, LysGlc und LysMan änderten sich zwar um 
mehrere Prozent, jedoch in keine bestimmte Richtung, so dass nicht von einem Abbau 
auszugehen ist. Lediglich LysLac wurde minimal abgebaut. Dabei sank die Peakfläche beider 
Epimere um je ca 5 % pro Inkubationsstunde. Gleichzeitig vergrößerte sich die Fläche eines 
Peaks, der an der Stelle von LysGlc eluiert. Diese Peakfläche konnte aber nur 1/10 der abge-
bauten Fläche erklären – eine gleiche Empfindlichkeit der beiden Lysin-Derivate in der 






































Abbildung 4-25: Abbau von LysLac durch Caco-2-Zellen (Aminosäureanalyse). 
Zur Stabilität der ARP und HRP auf Caco-2-Zellen kann deshalb noch keine sichere Aussage 
getroffen werden. Eine langsame Hydrolyse des HRP LysLac an der glycosidischen Bindung 
wird angenommen, während die anderen Substanzen vermutlich nicht umgesetzt werden. Zur 
Überprüfung einer enzymatischen Umsetzung sollten Disaccharidase-Inhibitoren wie Desoxy-
galactonojirimycin zugesetzt werden und analysiert werden, ob die LysLac-Hydrolyse im 
selben Umfang stattfindet. Vorteilhaft in der ASA ist auch der Zusatz eines internen Stan-
dards nach der Inkubation als Bezugsgröße für die Peakflächen der ARP. Außerdem sinkt die 
Konzentration der Substanzen möglicherweise durch Bindung an die Zelloberfläche, sodass 
auch höhere Konzentrationen als 1 mM untersucht werden müssen.  
Die einzige Studie, welche eine enzymatische Hydrolyse des ARP LysLacu an der glycosidi-
schen Bindung beschreibt, untersuchte diese Reaktion als Maß für die Menge intestinaler 
Mikroorganismen in Mäusen (Schreuder und Welling, 1983). In Darmhomogenaten keim-
freier Mäuse wurde LysLacu (20 mM) nicht nachweislich, d.h. zu weniger als 2,5 % hydroly-
siert, während die Hydrolyseaktivität im Blinddarm der Kontrollmäuse besonders hoch war. 
So wurde vermutlich die β-galactosidische Aktivität von Lactobacilli und ähnlichen Bakterien 
erfasst, welche auch Lactulose hydrolysieren können (Harju, 1986).  
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4.1.7 Hemmung der Lactase von Caco-2-Zellen 
In Analogie zur Maltaseaktivität wurde die Hydrolyse von Lactose allein und neben verschie-
denen Zuckern, ARP, HRP sowie einigen bekannten Inhibitoren kinetisch über die Glucose-
freisetzung charakterisiert, so dass aus Doppelbestimmungen Inhibitorkonstanten berechnet 
werden konnten (Durchführung nach 3.5.2.3). Die Inhibitorkonzentrationen richteten sich 
nach der erwarteten Hemmung und waren entsprechend hoch – die bekannten Inhibitoren 
Acarbose, Galactosamin, Desoxygalactonojirimycin und TRIS ausgenommen. Da der Kic-
Wert eines Inhibitors dessen KM-Wert entspricht, wenn er auch ein Substrat ist, und da der 
KM-Wert der LPH für Lactose größer ist als der KM-Wert der SI für Maltose, sind hier auch 
höhere Kic-Werte im Bereich von 10 bis 20 mM ein Anzeichen für eine mittlere Hemmung 
der LPH. Schließlich ist aufgrund der insgesamt geringeren Lactase-Aktivität mit größeren 
Streuungen zu rechnen. 
4.1.7.1 Hemmung durch Zucker 
Der Einfluss von Glucose und Galactose, den Produkten der Lactosehydrolyse, wurde 
untersucht, ebenso der von Lactulose. Die Erfassung der Lactosehydrolyse neben Glucose 
erfolgte durch enzymatische Bestimmung der Galactose (3.5.3.4). Dabei ergab sich eine etwas 
höhere Lactaseaktivität, Vmax und KM der Lactosehydrolyse von Referenz 5 sind größer als die 
der parallel bestimmten Referenz 3. Nebenbei spricht dies für eine geringere Aufnahme von 
Galactose als von Glucose in die Zellen, entgegen den Ergebnissen der Vorversuche 
(Käppler, 2010).  
Galactose zeigte keine Hemmung, beide Messungen sind jedoch durch eine große Streuung 
und damit ein wenig eindeutiges Ergebnis charakterisiert (Anhang A3, Tabelle 0-4). Als 
Monosaccharid in wässriger Lösung liegt Galactose in derselben Konfiguration wie in 
Lactose vor und könnte so an die Glykonbindungsstelle binden. Wie für viele Glucoamylasen, 
SI und MGAM beobachtet, besitzt diese Stelle (subsite 1) oft nur eine geringe Bindungsener-
gie (Hiromi et al., 1983; Heymann et al., 1995), was die geringe Affinität zu Galactose 
erklären könnte. Eine leichte Erhöhung von Vmax könnte durch eine leichte Hemmung der 
Glucoseaufnahme in die Zellen durch Galactose hervorgerufen werden (Käppler, 2010).  
Glucose, als gelöstes Monosaccharid gleichfalls überwiegend β-pyranoid wie in der Struktur 
von Lactose, zeigt hingegen eine deutliche kompetitive Hemmung mit einem Kic von (9,7 ± 
2,2) mM, der sogar kleiner als der KM-Wert von Lactose ist (Abbildung 4-26). Die Erhöhung 
von Vmax durch Glucose könnte der Hemmung der Galactoseaufnahme durch Glucose 
zuzuschreiben sein. Eine kompetitive Hemmung der humanen Lactase durch Glucose wurde 
bereits von Alpers und Cote (1971) festgestellt, sie berechneten für humane Lactase einen Ki-
Wert von 30 mM aus in-vitro–Studien und für Ratten einen Wert von 11 mM aus in-vivo-
Versuchen. In letzterem Versuch zeigten sich Galactose und Fructose allerdings als ebenso 
starke Lactasehemmer.  
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2,74 ± 0,141,57 ± 0,04Vmax
(mU/cm2)



































Abbildung 4-26: Hemmung der Lactase durch Glucose. 
Durchführung nach 3.5.2.3.mit 27 d konfluenten Zellen. Mittelwerte mit SD, n = 2. Anpassung an die 
Michaelis-Menten-Funktion, (Referenz mit unterbrochener Linie).  
Für die β-Galactosidasen von Aspergillus oryzae (Baumgartner et al., 2001) und der Hefe 
Kluyveromyces fragilis (Santos et al., 1998) sind kompetitive Produkthemmungen bekannt, 
allerdings durch Galactose. Sie stören die vollständige Hydrolyse von Lactose, wie sie bei der 
Herstellung lactosefreier Milch erforderlich ist. In dem hier verwendeten Enzymtest werden 7 
bis 100 mM Lactose jedoch zu maximal 0,5 mM Glucose hydrolysiert, so dass der Einfluss 
der Produkthemmung auf die Hydrolyserate ohne zugesetzte Glucose vernachlässigbar ist. 
Das konnte auch durch die Linearität der Lactosehydrolyse über 50 min gezeigt werden (vgl. 
4.1.6.1). Im Dünndarm wiederum wird entstandene Glucose schneller durch den Glucose-
transporter (SGLT) aufgenommen als Lactose hydrolysiert wird (Alpers und Cote, 1971), so 
dass es zumindest aus Lactose allein nicht zu stark hemmenden Glucosekonzentrationen 
kommen sollte. Teilweise wird sogar eine Kooperation zwischen der Glucosefreisetzung 
durch LPH und der anschließenden Glucoseaufnahme durch SGLT vermutet (Mizuma et al., 
2005). Insgesamt kann die Glucosekonzentration aus der Stärkehydrolyse allerdings auf 10 
bis 30 mM steigen (Alpers und Cote, 1971) und so durchaus die Lactoseverdauung hemmen.  
Lactulose zeigt eine sehr geringe Hemmung, die zudem überwiegend unkompetitiver Natur 
ist, d.h. nicht durch Bindung an das aktive Zentrum des Enzyms verursacht wird (Abbildung 
4-27). Harju (1986) beobachtete in Versuchen mit humaner LPH aus Mucosahomogenaten 
ebenfalls eine sehr geringe Hemmung der Lactosehydrolyse durch eine äquimolare Konzent-
ration an Lactulose von 14,6 mM.  
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146 ± 99Kic (mM)
1,14 ± 0,041,32 ± 0,06Vmax
(mU/cm2)






























Abbildung 4-27: Hemmung der Lactase durch Lactulose. 
Durchführung nach 3.5.2.3.mit 24 d konfluenten Zellen. Mittelwerte mit SD, n = 2. Anpassung an die 
Michaelis-Menten-Funktion (Referenz mit unterbrochener Linie).  
Die Untersuchungen von Rivera-Sagredo et al. (1992) und Fernandez et al. (1995) liefern 
eine Erklärung für die schlechte Bindung von Lactulose. Sie untersuchten systematisch den 
Einfluss aller Hydroxylgruppen der Lactose auf die Bindung an Lactase von Lämmern, indem 
sie die Hydroxylgruppen durch Wasserstoffatome, Methoxygruppen oder Halogenatome 
ersetzten und die Hydrolyserate, sowie die kompetitive Inhibierung der Substanzen vergli-
chen. Ihre Ergebnisse sind im Folgenden vorgestellt (siehe Abbildung 4-28), auch um später 
die Effekte der ARP und HRP erklären zu können.  
Bezüglich der Glykoneinheit, d.h. des Galactoserestes, ist naturgemäß die Orientierung der 
glycosidischen Bindung bedeutend (β-konfiguriert); die C2-OH-Gruppe wie die C3-OH-
Gruppe sind essentiell für die Hydrolyse, wobei C3-OH wahrscheinlich ein Wasserstoff-
brückenbindungsdonor ist. Die C4-OH-Gruppe ist nicht essentiell, sie kann statt axial auch 
äquatorial positioniert sein, was die β-glucosidische Aktivität des Enzyms begründet, oder 
auch völlig eliminiert sein, darf jedoch nicht durch größere oder stark elektronegative Grup-
pen ersetzt sein. Die C6-OH-Gruppe stört die Bindung an das Enzym etwas, da ihre Eliminie-
rung zu einer größeren Affinität führt.  
Bezüglich des Aglykons stellt das Enzym nur Anforderungen an zwei Hydroxylgruppen: C6’-
OH ist ein wichtiger Wasserstoffbrückendonor. C3’-OH könnte auch ein Donor sein, da die 
Methylierung der OH-Gruppe zu einer 10-fachen Erhöhung des KM-Wertes führt. Allerdings 
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stieg der KM-Wert von 3’-Desoxylactose nur um das Dreifache, was auf eine sterische 
Behinderung durch die 3-O-Methylgruppe deutet. Die Eliminierung oder Veretherung der 
C6’-OH-Gruppe führt zu einer starken Erhöhung des KM-Wertes, wenn auch die Hydrolyse 
nicht verhindert und Vmax nicht wesentlich reduziert wird. Die Konfiguration des anomeren 




































Abbildung 4-28: Schema der Bindungstasche von Lactase mit Lactose (Fernandez et al., 1995).  
A: Wasserstoffbrücken-Akzeptor 
Die C6’-OH-Gruppe von Lactulose ist überwiegend in einem β-pyranoiden Ring gebunden 
und kann daher nicht als Wasserstoffbrückendonor auftreten. Dies kann die hier nicht messba-
re Bindung der Lactulose an das Enzym und den folglich nicht messbaren Abbau erklären.  
4.1.7.2 Hemmung durch Amadori-Produkte 
In der Abbaustudie (vgl. 4.1.6.2) konnte keine Hydrolyse von LysLacu festgestellt werden. 
Dennoch ist theoretisch eine Bindung an das Enzym und damit eine Hemmung möglich. 
Außerdem sollte hier der Einfluss von Monosaccharid-ARP aus Galactose und Glucose, die 
ebenfalls in Milchprodukten und anderen Lebensmitteln zu erwarten sind, auf die Lactose-
hydrolyse untersucht werden.  
LysFru bewirkte, wie in Abbildung 4-29 zu sehen, eine Senkung des KM-Wertes gegenüber 
Lactose ohne Veränderung von Vmax. Diese Aktivierung muss also die Zugänglichkeit der 
Bindungstasche oder die Bindung selbst erhöhen. Möglicherweise wird durch Bindung von 
LysFru an das Enzym außerhalb des aktiven Zentrums die Konformation des aktiven Zent-
rums verändert, so dass die Bindung von Lactose erleichtert wird. Denkbar ist auch eine 
Hemmung der Glucosetransporter, d.h. eine scheinbare Erhöhung der Glucosebildungsrate 
insbesondere im unteren Bereich der Substratkonzentratrion bei niedrigen Umsatzgeschwin-
digkeiten. Allerdings wurde diese bei der Maltosehydrolyse in Gegenwart von LysFru nicht 
beobachtet (4.1.4.2). Relativ zur eingesetzten Konzentration des Effektors LysFru ist die 
Aktivierung schwach, wie aus dem hohen Betrag von Kic geschlossen werden kann.  
4 Ergebnisse und Diskussion 177 
Öste et al. (1985) beobachteten eine kompetitive Hemmung der Lactase durch die niedermo-
lekulare Fraktion einer Glucose-Lysin-Reaktionsmischung, welche chromatographisch von 
Glucose befreit wurde. Geht man von LysFru als einzigem Reaktionsprodukt aus, so ergibt 
sich aus den in der Studie angegebenen Daten zur Enzymkinetik ein Kic-Wert von etwa 
10 mM. Diese Hemmung wäre deutlich stärker als der hier beobachtete Einfluss von LysFru 
und wurde vermutlich nicht allein durch LysFru hervorgerufen.  







































Abbildung 4-29: Hemmung der Lactase durch Monosaccharid-ARP. 
Angabe von Mittelwerten mit SD aus Doppelbestimmungen. Als Kurve ist jeweils nur eine Bestim-
mung dargestellt, mit nichtlinearer Anpassung an die Michaelis-Menten-Funktion. Durchführung nach 
3.5.2.3. mit 26 d konfluenten Zellen. 
LysTag dagegen bewirkt eine moderate Hemmung der Lactosehydrolyse, überwiegend 
kompetitiv mit einem Kic-Wert in der Höhe des KM-Wertes für Lactose, zu einem geringeren 
Anteil auch unkompetitiv (Abbildung 4-29). Der Einfluss von LysTag auf SI wurde nicht 
untersucht und kann demzufolge nicht als Vergleich herangezogen werden. LysTag könnte, 
wie in Abbildung 4-30 dargestellt, anstelle der Galactoseeinheit an das aktive Zentrum 
binden. Die dort gezeichnete 5C2-Konformation für α-pyranoide ARP wurde von Röper et al. 
(1983) bestätigt. Die Aminogruppe kann dabei als Wasserstoffbrückendonor statt der C6’-OH-
Gruppe der Lactose auftreten. Lediglich die C2-, C4- und C3’-OH-Gruppen der Lactose 
werden nicht adäquat ersetzt, sind jedoch auch nicht essentiell für die Bindung (vgl. 4.1.7.1). 























































Abbildung 4-30: Mögliche Bindung von LysTag an Lactase.  
Mit Vergleich zu Lactose, LysFru und LysLacu. A = Wasserstoffbrückenakzeptor 
LysLacu hemmte nur schwach mit gemischtem Hemmtyp (Abbildung 4-31). Da keine 
Hydrolyse des ARP festgestellt wurde (vgl. 4.1.6.2), war keine kompetitive Hemmung zu 
erwarten. In Abbildung 4-30 oben ist die wahrscheinliche Konformationen des Fructose-
Restes aus zwei Perspektiven dargestellt. Bei beiden ist kein passender Wasserstoffbrücken-
donor anstelle der C6’-OH-Gruppe von Lactose vorhanden, der eine Bindung fördern könnte.  
53 ± 15Kic (mM)
1,14 ± 0,031,32 ± 0,06Vmax
(mU/cm2)






























Abbildung 4-31: Hemmung der Lactase durch LysLacu. 
Angabe von Mittelwerten mit SD (n = 2). Anpassung an die Michaelis-Menten-Funktion. Durchfüh-
rung nach 3.5.2.3.mit 24 d konfluenten Zellen 
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4.1.7.3 Hemmung durch Heyns-Produkte 
LysGlc und LysMan sind in relativ großen Mengen in Lebensmitteln zu erwarten (2.1.2.4), 
weshalb ihr Einfluss auf die Lactase untersucht werden sollte. LysLac spielt mengenmäßig 
zwar eine geringere Rolle, besitzt aber in einem Epimer die Struktur der Lactose. Durch 
Vergleich der Affinitäten zwischen Lactose und LysLac (KM und Kic) könnte so auf den 
Einfluss der Lysingruppe geschlossen werden. Diese Versuche wurden aufgrund der kleinen 
verfügbaren Mengen an reinen HRP nur als Einfachbestimmung durchgeführt. Für die 
Inhibitorkonstanten wurde das Streumaß nach der Fehlerfortpflanzung aus den Fehler von 
Vmax und KM der inhibierten und der Referenzfunktionen abgeschätzt. Bei anderen Inhibitoren 
ist dieser Fehler teils größer, teils auch kleiner als die sonst angegebene Standardabweichung 
der Doppelbestimmung (Anhang A3, Tabelle 0-4). 
LysLac, das Gemisch der epimeren HRP Lactosyllysin und Epilactosyllysin mit geringen 
Mengen an LysLacu (vgl. 3.3.5.12), hemmt die Lactosehydrolyse schwach kompetitiv. Der 
Kic-Wert für das Epimerengemisch ist mit 85 mM sechsmal größer als der KM-Wert von 
Lactose. Selbst wenn man berücksichtigt, dass Lactosyllysin nur annähernd zur Hälfte im 
Präparat enthalten ist, die Inhibitorkonstanten für ein Epimer also nur halb so groß wären, ist 
die Affinität der Lactase zu LysLac deutlich geringer als zu Lactose. Die Lysinkomponente an 
Position C2’ stört die Bindung demnach mehr als bei vergleichbaren Substraten mit Lysin an 
C1’ für die Sucrase beobachtet (vgl. 4.1.4). Auch aus dem Modell der Bindungstasche (vgl. 
Abbildung 4-28) ließ sich kein störender Einfluss einer zusätzlichen Gruppe an C2’ ableiten 
(Fernandez et al., 1995). Die unkompetitive Hemmung von LysLac ist ähnlich schwach wie 
die von LysLacu (Abbildung 4-32).  
Die jeweils um eine Galactoseeinheit verkürzten HRP LysGlc und LysMan hemmen als 
Mischung deutlich stärker, nach einem gemischten Hemmtyp mit überwiegend kompetitiven 
Anteilen. Der Kic-Wert ist mit 12 mM ähnlich wie der von Glucose und der KM-Wert von 
Lactose, d.h. die Affinität von Lactase zu diesen drei Stoffen ist ähnlich. Die unkompetitive 
Hemmung könnte durch eine Senkung des pH-Wertes der Inkubationslösung auf 5,8 durch die 
in LysGlc/Man noch enthaltene Essigsäure hervorgerufen worden sein. Das pH-Optimum der 
humanen intestinalen Lactase liegt bei 6,0 (Skovbjerg et al., 1981; Sall und Férard, 2003), 
eine Abweichung von 0,2 Einheiten führt zu 5 bis 8 % niedriger Aktivität (Skovbjerg et al., 
1981). Die Hemmung kann also nicht vollständig durch die pH-Verschiebung erklärt werden. 
In Abbildung 4-33 wurden je eine wahrscheinliche Konformation der Strukturen der unter-
suchten HRP in die von Fernandez et al. (1995) vorgeschlagene Bindungstasche eingepasst. 
Da die meisten vermuteten Wasserstoffbrückenbindungsakzeptoren in der Tasche einen 
Donor finden, stehen diese Strukturvorschläge der beobachteten Hemmung nicht entgegen. 
Allerdings ist auch nicht abschätzbar, welches der beiden Epimere für den Effekt verantwort-
lich ist.  
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Abbildung 4-32: Hemmung der Lactase durch Heyns-Produkte. 
* Streumaß bei Vmax und KM aus Origin®-Kurvenanpassung, bei Kic und Kiu nach Fehlerfortpflan-





























































Abbildung 4-33: Strukturen der Heyns-Produkte in der Lactase-Bindungstasche 
verglichen mit Lactose und LysTag. 
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4.1.7.4 Hemmung durch etablierte Inhibitoren 
Zur Kontrolle der Analysenmethode wurden analog zur Hemmung der SI durch Acarbose 
einige Inhibitoren untersucht, deren Hemmwirkung auf die intestinale Lactase bekannt ist. 



































Abbildung 4-34: Strukturformeln von Lactase-Inhibitoren und Acarbose. 
TRIS ist wie Ethanolamin ein kompetitiver Inhibitor vieler Glycosidasen (Dahlqvist, 1964; 
Kano et al., 1996), da es mit drei flexibel positionierbaren Hydroxylgruppen mit dem aktiven 
Zentrum wechselwirken und zudem mit einer Aminogruppe fest an die katalytischen Carbo-
xylatgruppen binden kann. Hier wurde der Kic-Wert zu 3,8 mM bestimmt (Abbildung 4-35), 
was etwas unter den bisher zur humanen Lactase veröffentlichten Daten liegt (25 mM, Asp, 
1971; 12 mM, Skovbjerg et al., 1981). Der pH-Wert der Inkubationslösung hatte sich durch 
die TRIS-Zugabe leicht von 6,0 auf 6,2 erhöht. Dies ist vermutlich die Ursache für die 
beobachtete, schwächere unkompetitive Inhibierung, bei der Vmax um 15 % erniedrigt wurde.  
Desoxynojirimycin ist ebenfalls ein unspezifischer Inhibitor aller Glucosidasen, vor allem für 
α-Glucosidasen (Heightman und Vasalla, 1999; Borges de Melo et al., 2006, vgl. 2.3.3.1). Es 
inhibiert die Maltase-Aktivität der Schweinesucrase z.B. mit einem Ki von 0,07 µM, die 
Lactase mit einem Ki von 13 µM (Andersson et al., 2000). Desoxygalactonojirimycin 
(DGalN), das der Galactosekonfiguration entsprechende Epimer von Desoxynojirimycin, 
hemmt Lactase selektiv (Wacker et al., 1992; Andersson et al., 2000) und schien daher 
geeigneter als Untersuchungssubstanz. Mit dem Caco-2-Modell wurde eine starke kompetiti-
ve Hemmung durch DGalN mit einer Inhibitorkonstante Kic von 3,9 µM beobachtet. Die 
etwas schwächere, unkompetitive Inhibierung ist vor allem darauf zurückzuführen, dass die 
Zellschicht durch die Behandlung mit 10 µM DGalN teilweise zerstört wurde und dement-
sprechend im Anschluss eine etwa halb so große Lactaseaktivität detektierbar war wie in 
vergleichbaren Wells. Für Schweine-Lactase ist ein Ki-Wert von 30 µM bei pH 6,0 veröffent-
licht (Andersson et al., 2000), für Kaninchen-Lactase 76 µM (Wacker et al., 1992). Die hier 
beobachtete Hemmung liegt also im Bereich früherer Studien.  
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3,8 ± 0,9Kic (mM)
1,22 ± 0,041,43 ± 0,14Vmax
(mU/cm2)





























Abbildung 4-35: Hemmung der Lactase durch TRIS (Michaelis-Menten-Funktion). 
Angabe der Mittelwerte mit SD (n = 2). Durchführung nach 3.5.2.3. mit 26 d konfluenten Zellen. 
3,90 ± 0,01Kic (µM)
1,14 ± 0,272,09 ± 0,08Vmax
(mU/cm2)




























Abbildung 4-36: Hemmung der Lactase durch Desoxygalactonojirimycin (DGalN). 
Michaelis-Menten-Funktion. Angabe der Mittelwerte mit SD (n = 2). Durchführung nach 3.5.2.3. mit 
28 d konfluenten Zellen. 
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Acarbose gilt im Gegensatz zu Miglitol nicht als Lactaseinhibitor, da dieses sterisch an-
spruchsvolle Pseudotetrasaccharid nur von α-Glucosidasen gebunden werden kann (Neye, 
2002). Entsprechend wurde hier mit 10,3 µM Acarbose auch keine kompetitive und keine 
signifikante unkompetitive Hemmung der Lactosehydrolyse beobachtet (Anhang A3, Tabelle 
0-4). Kiu scheint mit 93 ± 55 µM zwar klein im Vergleich zu den Konstanten der oben 
diskutierten ARP oder Zucker, ist jedoch 10-mal so groß wie die eingesetzte Acarbose-
Konzentration. Aus der Berechnung für Kiu (vgl. 3.5.1.4) lässt sich ableiten, dass bei kleiner 
Inhibitorkonzentration kleine Inhibitorkonstanten berechnet werden, selbst aus nicht signifi-
kanten Unterschieden zwischen gehemmter und ungehemmter Enzymkinetik. Zum Nachweis 
einer unkompetitive Hemmung müsste der Versuch mit 100 µM Acarbose wiederholt werden.   
Die Versuche mit diesen Inhibitoren zeigen, dass mit dem verwendeten Lactase-Modell trotz 
geringer Aktivität und größerer Streuung als im Maltase-Modell ebenfalls zwischen spezifi-
schen Inhibitoren und ähnlichen, nicht inhibierenden Substanzen unterschieden werden kann. 
4.1.7.5 Zusammenfassung der Einflüsse auf Lactase 
Nur ARP und HRP ohne glycosidische Bindung, nämlich LysTag und LysGlc/Man, hemmten 
die Lactosehydrolyse. Daneben hemmte Glucose kompetitiv und zeigte ähnliche Affinität wie 
Lactose. Außerdem konnte eine Hemmung durch typische Inhibitoren wie TRIS und DGalN 
gezeigt werden (Tabelle 4-3). LysLac besitzt eine Lactosestruktur und zeigte dennoch keine 
Hemmung. Es wurde als einzige der untersuchten Substanzen in geringem Maße hydrolysiert. 
Dies sollte in weiteren Experimenten mit höheren Konzentrationen an LysLac abgesichert 
werden. Auch die Hemmung von Glucose muss genauer untersucht werden. 
Tabelle 4-3: Zusammenfassung der Daten zur Hemmung der Lactase (mit SD)* 
Substanz Kic (mM) neben Lactose Kiu (mM) neben Lactose 
DGalN 0,0039 ± 0,0001 0,013 ± 0,006 
TRIS 3,7 ± 0,8 22 ± 5 
Acarbose keine Hemmung (10 µM) keine Hemmung (10 µM) 
Glucose 9,7 ± 2,2 keine Hemmung 
Galactose keine Hemmung (15 mM) keine Hemmung (15 mM) 
Lactulose keine Hemmung (10 mM) keine Hemmung (10 mM) 
LysTag 17 ± 1, 37 ± 1, 
LysFru schwache Aktivierung (15 mM) schwache Aktivierung (15 mM) 
LysGlc/Man 12 17 
LysLacu keine Hemmung (7,7 mM) keine Hemmung (7,7 mM) 
LysLac keine Hemmung (11 mM) keine Hemmung (11 mM) 
*Angabe der verwendeten Konzentration an „Inhibitor“ in Klammern, wenn keine Hemmung beobachtet 
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4.1.8 Konsequenzen der Hemmung intestinaler Disaccharidasen durch ARP 
Ziel der bisher beschriebenen Untersuchungen war es, den Einfluss von ARP, HRP und auch 
isomerisierten Zuckern auf die Verdauung der Kohlenhydrate durch bürstensaummembran-
ständige Disaccharidasen abzuschätzen. Außerdem sollte das Schicksal der ARP von Oligo-
sacchariden im Dünndarm geklärt werden. Um die mit dem Caco-2-Zellmodell ermittelten 
Ergebnisse orientierend auf die realen Verhältnisse im Dünndarm übertragen zu können, soll 
zunächst das in der Arbeit etablierte Zellmodell bezüglich der Disaccharidasen detaillierter 
mit dem Dünndarm verglichen werden. 
4.1.8.1 Vergleich der Enzymaktivitäten von Caco-2-Zellen und vom Dünndarm 
Im Abschnitt 4.1.1.1 wurden bereits Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen Disaccha-
ridasen von differenzierten Caco-2-Zellen und vom menschlichen Dünndarm beleuchtet. Für 
die SI ist bekannt, dass sie in derselben Form exprimiert und bei Caco-2-Zellen nicht in ihre 
Untereinheiten gespalten wird. Dass dies keinen Einfluss auf die Affinität zu Maltose nimmt, 
zeigt der Vergleich der KM-Werte (vgl. 4.1.2.3). Die Expression von LPH in Caco-2-Zellen ist 
weniger gut untersucht. Die Affinität der Caco-2-LPH zu Lactose erwies sich in dieser Arbeit 
als ähnlich der von intestinaler Lactase (vgl. 4.1.6.1).  
Die Übertragung der Enzymkapazität von einer definierten Fläche an Caco-2-Kultur auf den 
Dünndarm ist schwierig, da Aktivitäten des Dünndarms generell auf die Masse oder den 
Proteingehalt eines homogenisierten Mucosastückes bezogen werden. Selbst wenn der 
Proteingehalt einer Caco-2-Kultur bekannt ist, kann von der Aktivität des Zellhomogenats 
nicht auf die des Dünndarms geschlossen werden, da bei der Mucosabiopsie wahrscheinlich 
nicht nur die äußere Zellschicht homogenisiert wird. In angereicherter Bürstensaummembran 
von 19 d postkonfluenten Caco-2-Zellen stellten Pinto et al. (1983) eine etwa halb so große 
Sucrase-Aktivität wie in entsprechenden Bürstensaummembranproben von intestinaler 
Mucosa fest, nämlich 220 vs. 460 U/g. Andere Daten zu intestinalen Disaccharidase-
Aktivitäten sind in Tabelle 4-4 dargestellt. Das Verhältnis zwischen Maltase- und Lactase-
Aktivität ist bei Caco-2-Zellen mit 5 etwa höher als im Dünndarm (6 bis 9), wohl weil in 
Caco-2-Zellen 20 % der Maltase-Aktivität – die der MGAM – fehlen. 
Insgesamt weist der Dünndarm eine Zelloberfläche, Mikrovilli nicht eingerechnet, von 10 m2 
auf (Schmidt und Thews, 1999). Angenommen, die Microvilli der Caco-2-Zellen ähnelten 
nicht nur morphologisch (Hidalgo et al., 1989), sondern auch in der Oberflächengröße den 
Enterozyten, würde die an Caco-2-Zellen beobachtete Maximalaktivität insgesamt 800 U 
Maltase-Aktivität (von SI allein) und 170 U Lactase-Aktivität pro erwachsenem Individuum 
entsprechen. Verglichen mit den in Tabelle 4-4 angegebenen Aktivitäten (z.B. 2100 U 
Maltase/g Gewebe), scheint diese postulierte Aktivität geringer als die real vorhandene. Mit 
der postulierten Aktivität könnten maximal nur 50 g Maltose (144 mmol) und 10 g (31 mmol) 
Lactose pro Mahlzeit mit dreistündiger Aufenthaltszeit im Dünndarm (Madsen, 1992) verdaut 
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werden. Die Enzymaktivität, welche sich bei der Übertragung der Caco-2-Zellfläche auf die 
Dünndarmfläche ergibt, sollte deshalb als untere Grenze des Möglichen betrachtet werden. 
Tabelle 4-4: Vergleich der mittleren Aktivitäten verschiedener Disaccharidasen im humanen Jejunum 













U/g Gewebe von 
Biopsie 





Saccharose 72 1345 700 n.b. 
Maltose 265 3906 2100 7 … 8 
Isomaltose 85 n.b. n.b. n.b. 
Lactose* 40 434 350 1,4 …1,7 
# Bestimmungsmethode nach Dahlqvist: Erfassung der Disaccharidhydrolyse bei pH 6 als freigesetzte Glucose.  
* lactasepersistente Probanden 
n.b. nicht bestimmt 
4.1.8.2 Extrapolation der Amadori-Produkt-abbauenden Aktivität 
In Abschnitt 2.1.2.4 wurde die Aufnahme von Oligosaccharid-ARP und HRP mit Lebensmit-
teln an einem Tag abgeschätzt, die ca. 0,6 mmol LysMalu, 0,1 mmol LysMaltriu, 0,4 mmol 
Maltulose, 0,3 mmol LysLacu, 0,4 mmol Lactulose, sowie etwa 0,2 mmol LysGlc/Man und 
weniger als 0,02 mmol LysLac oder Maltosyllysin beträgt. Aus den kinetischen Daten zum 
Abbau von Maltulose, LysMalu und LysMaltriu durch SI (vgl. 4.1.2.4) kann nach der oben 
beschriebenen Extrapolation der SI-Aktivität auf den Dünndarm die Kapazität zum Abbau 
geschätzt werden9.  
Ohne Anwesenheit von Maltose wäre die Kapazität zur Hydrolyse der ARP fast 30-mal so 
groß wie die aufgenommene Menge, zur Hydrolyse von Maltulose immerhin 12-mal so hoch. 
Neben einem großen Maltoseüberschuss, der schätzungsweise zu 95-%iger Hemmung der 
ARP-Hydrolyse führt (vgl. 4.1.4.2), sinkt die Kapazität etwa auf die aufgenommene Menge. 
Da die Aktivität im Dünndarm wie im Abschnitt zuvor beschrieben jedoch deutlich höher sein 
sollte als die postulierte, kann man von einer vollständigen Hydrolyse der ARP und Maltulose 
im Dünndarm ausgehen.  
Die Produkte Glucose und Fructose können als Monosaccharide absorbiert werden. LysFru 
könnte zu einem kleinen Anteil passiv in den Körper diffundieren, vor allem aber in den 
                                                 
9 Berechnung der Konzentration im Darm aus 1/3 der täglich aufgenommenen Stoffmenge und dem Volumen des 
erwachsenen Jejunums von 1,2 l (wikipedia.org, Stichwort „small intestine“, Abruf 09.07.2010). Dauer der 
Passage 3 h. 
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Dickdarm transportiert und dort von Bakterien fermentiert werden (vgl. 2.2.2.3). Das Schick-
sal von LysMalu oder LysMaltriu im Dickdarm hat demnach wenig praktische Bedeutung. 
Auch Maltulose, die bisher vor allem als Erhitzungsindikator betrachtet wurde (García-Banos 
et al., 2004), verhält sich im Verdauungstrakt wahrscheinlich unauffällig.  
Die Lactosederivate LysLacu und Lactulose wurden hingegen nicht messbar hydrolysiert. Sie 
werden zu 1 bis 2 % vermutlich intakt auf passivem Wege im Dünndarm absorbiert (Ruttloff 
et al., 1967; Schwenger et al., 2006), 98 bis 99 % gelangen vermutlich intakt in den Dick-
darm. Die Hydrolyse dieser glycosidischen Bindung ist nicht vielen Bakterien möglich, aber 
Lactobacillen und einigen anderen, für den Wirt positiven Bakterien, weshalb Lactulose ein 
etabliertes Präbiotikum ist (Schaafsma, 2008). LysLacu wird vermutlich eine ähnliche 
Wirkung zeigen, zumindest kann es von der Darmflora hydrolysiert werden (Schreuder und 
Welling, 1983). Maltulose wäre bei direkter Einwirkung auf die Darmflora sogar stärker 
präbiotisch wirksam als Lactulose (Sanz et al., 2005), wird jedoch, wie eben erwähnt, auch 
vom Menschen hydrolysiert und gelangt deshalb kaum in den Dickdarm. Für eine spürbare 
präbiotische Wirkung wurde für Inulin eine Mindestaufnahmemenge von 4 bis 5 g pro Tag 
über mehrere Wochen angegeben (Roberfroid et al., 1998). Dies entspräche z.B. 12 mmol 
Lactulose; die hier berechneten Mengen von 0,4 mmol Lactulose und LysLacu aus thermisch 
behandelten Milchprodukten würden also nur einen kleinen präbiotischen Beitrag leisten. 
4.1.8.3 Einfluss von ARP auf die Kohlenhydratverdauung durch Disaccharidasen 
Eine Hemmung der Maltosehydrolyse im Darm durch ARP oder Maltulose ist vermutlich 
nicht relevant. Am Beispiel von verhältnismäßig ARP-reichen Keksen ist in Tabelle 4-5 
dargestellt, wie sich die Gehalte an Maltosederivaten aus einer süßen Mahlzeit gegenüber 
ihren Inhibitorkonstanten verhalten. Die geschätzte Konzentration im Darm ist in allen Fällen 
niedriger als der Kic-Wert. Im Falle von Maltulose würde der KM-Wert für Maltose um etwa 
25 % erhöht, so dass die Maltosehydrolyse geringfügig verlangsamt sein kann. Die noch 
geringeren Mengen an ARP dürften keinen Einfluss auf die Maltosehydrolyse nehmen.  
Die Lactase wird von LysLacu und Lactulose praktisch nicht gehemmt, LysTag hingegen 
hemmt als einziges der untersuchten ARP mittelstark. Daten zum Vorkommen dieses ARP in 
Lebensmitteln sind nicht bekannt, wahrscheinlich spielt es eine Rolle in lactosefreien und 
erhitzten Milchprodukten, in denen aus Lactose oder LysLacu Galactose abgespalten wurde, 
oder in erhitzten Leguminosen, wo Galactose aus Raffinose und Stachyose freigesetzt werden 
könnte. Auch hier wird die Konzentration im Darm im Rahmen der Ernährung den Kic von 
17 mM zu weniger als 1 % erreichen (vgl. LysLacu-Aufnahme von 0,05 mmol/d), so dass 
diese Hemmung vermutlich keine ernährungsphysiologische Bedeutung besitzt. LysTag 
würde wie LysFru in den Dickdarm gelangen. Ob es dort fermentiert wird, ist nicht bekannt. 
Die Monosaccharid-HRP LysGlc/Man hemmen die Lactase etwas stärker als LysTag und 
werden wahrscheinlich in etwas größeren Mengen, wie 0,2 mmol/d, mit der Nahrung aufge-
nommen. Aber auch hier wird der Kic von 12 mM im Darm nicht annähernd erreicht werden.  
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Tabelle 4-5: Vergleich von Kic mit Konzentrationen im Darm für Maltose-Derivate. 
Substanz Kic (mM) Geschätzte Aufnahme-




Maltose KM 3,0 3 mmol (1 g)a > 3 (aus Stärke) 
Maltotriose n.b. 0,6 mmol (0,3 g)b > 0,5 (aus Stärke) 
Maltulose 3,4 0,9 mmol (0,32 g)a 0,8 
Glucose n.b. 11 mmol (2 g)a > 9 (aus Stärke) 
ARP gesamt  0,4 mmola 0,3 
LysMalu 2,3 Ca. 0,06 mmolc 0,05 
LysMaltriu 4,2 Ca. 0,01 mmold 0,01 
a: (Rada-Mendoza et al., 2004), b: (Steinbach, 2009) 
c: im Verhältnis zu „ARP gesamt“ geschätzt:  Precursor Maltose ist zu ½ der molaren Menge und mit  1/3 der 
Reaktivität von Glucose vorhanden; d: im Verhältnis zu LysMalu geschätzt: Precursor Maltotriose ist zu 5-mal 
weniger enthalten als Maltose  
* Annahme 1,2 l Inhalt Jejunum (wikipedia.org, „small intestine“, 09.07.2010), keine Absorption 
n.b. nicht bestimmt 
Glucose hingegen könnte tatsächlich Einfluss auf die Lactaseaktivität nehmen, sollte sich die 
Hemmung in vivo bestätigen. Konzentrationen zwischen 10 und 30 mM in Darm sollen mit 
einer effizienten Stärkehydrolyse nach einer Mahlzeit erreicht werden können (Alpers und 
Cote, 1971). Der Kic von 9 mM wäre damit mindestens überschritten, die Affinität der Lactase 
zu Lactose mindestens zu 50 % reduziert und die effektive Hydrolysegeschwindigkeit bei 
einer Lactose-Konzentration von z.B. 30 mM (250 ml Milch mit Verdauungssekreten auf 
etwa 1,2 l verdünnt) um ein Drittel verlangsamt.  
Insgesamt konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass ARP und auch HRP aus Lebensmit-
teln einen zu vernachlässigenden Effekt auf die Verdauung von Kohlenhydraten durch 
Disaccharidasen ausüben. 
4.1.8.4 Analytische Konsequenzen 
Zur Beurteilung des physiologischen Einflusses von ARP aus erhitzten Lebensmitteln genügt 
bei stärkereichen Produkten weiterhin die Analyse des Summenparameters Furosin. Das in 
lactosehaltigen Produkten zu erwartende LysLacu kann eine andere Wirkung zeigen als 
LysFru. Um dessen physiologischen Einfluss differenziert zu beurteilen, wäre demzufolge 
eine differenzierte Analyse notwendig. Mögliche Methoden wurden in Abschnitt 2.1.2.1 
skizziert.  
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4.2 Deglykierende Enzyme in humanen Erythrocyten 
Nachdem das Verhalten von Glycosidasen betrachtet wurde, für die ARP nicht die Hauptsub-
strate sind, widmet sich dieses Kapitel zwei Kinasen, die auf ARP spezialisiert scheinen. So 
ist bereits bekannt, dass LysFru von Fructosamin-3-kinase (FN3K) und Lysin- oder Morpho-
lin-ARP von Ribose und Allose von FN3K und FN3K-related-protein (FN3K-RP) phosphory-
liert und anschließend deglykiert werden (vgl. 2.5.4). Ziel war es nun, die Substratspezifitäten 
beider Enzyme gegenüber ARP aus einem weiteren Spektrum von Zuckern und vor allem 
Aminen zu untersuchen, um diese verallgemeinern zu können. Außerdem sollte die physiolo-
gische Aktivität von FN3K-RP näher beleuchtet werden. Dafür wurden zunächst Enzym-
aktivitätstests modifiziert bzw. entwickelt (4.2.1) und eine Reihe von Testsubstanzen syntheti-
siert (4.2.2). 
4.2.1 Enzymaktivitätstests für FN3K und FN3K-RP 
4.2.1.1 Modifizierung des Verfahrens zur Bestimmung der FN3K-Aktivität 
Im Arbeitskreis wurde ein Verfahren zur Bestimmung der FN3K-Aktivität in lysierten 
Erythrocyten entwickelt, welches das Produkt der enzymatischen Phosphorylierung von 
HipLysFru nach RP-HPLC-Trennung photometrisch quantifiziert (Krause et al., 2006). Damit 
war erstmals eine präzise Bestimmung dieser Enzymaktivität ohne Einsatz von radioaktiven 
Substanzen möglich (vgl. 2.5.4.2). In dieser Arbeit wurde der Test geringfügig modifiziert, 
um die Robustheit für größere Probenserien über einen langen Zeitraum zu erhöhen. 
Erythrocytengewinnung 
Die nach 3.6 gewonnenen Erythrocyten konnten ohne Aktivitätsverlust über mehrere Jahre 
bei -80 °C gelagert werden. Als problematisch erwies sich lediglich, dass Hämoglobin, 
welches als Bezugsgröße gewählt wurde, nach mehr als zweijähriger Lagerung bei -80 °C, 
aber auch schon bei mehrwöchiger Lagerung bei -21 °C allmählich denaturierte. Wie aus dem 
deutlich größeren Niederschlagsvolumen ersichtlich war, blieb Hämoglobin im gealterten 
Erythrocytenlysat nicht vollständig in Lösung und wurde bei der photometrischen Hemin-
bestimmung unterschätzt. Bei annähernd gleichbleibender Enzymaktivität pro Erythrocyten-
volumen führte das zu einer scheinbar höheren Enzymaktivität pro g Hb. Unter Einhaltung 
der angegebenen maximalen Lagerzeiten war die auf Hb bezogene Enzymaktivität jedoch 
etwas präziser als die auf das Erythrocytenvolumen bezogene (siehe 4.2.1.2).  
Substrat-/Cosubstrat-Konzentration 
Die Inkubationsbedingungen (3.7.1.2) wurden gegenüber denen von Krause et al. (2006) in 
der Konzentration des Cofaktors ATP und dessen Stabilisierung mit Mg2+-Zugabe geändert. 
Vermutlich wegen anderer noch aktiver Kinasen im Erythrocytenlysat sind 2 mM ATP als 
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Mg-Komplex nötig, bis die Rate der FN3K-Reaktion mit 1,75 mM HipLysFru nicht mehr von 
der ATP-Konzentration abhängt, FN3K also mit ATP gesättigt ist. 
Der Umsatz von HipLysFru unterliegt, anders als der ATP-Verbrauch, der Kinetik eines 
einfachen Michaelis-Menten-Modells. Der KM-Wert wurde in Gegenwart von 2 mM ATP zu 
35 ± 5 µM (SD, n = 4) bestimmt und beträgt damit nur ein Viertel des Wertes neben 1 mM 
ATP (Krause et al., 2006). Darauf aufbauend wurde die Konzentration an HipLysFru im 
Enzymaktivitätstest auf 0,50 mM eingestellt, mit der FN3K auch bezüglich des Substrates 
gesättigt sein sollte. Allerdings betrug der Umsatz in extremen Fällen (vgl. 4.2.6) bis zu 8 % 
(durchschnittlich 4 %), womit die Voraussetzung für die verwendete Michaelis-Menten-
Gleichung – eine konstante Konzentration an freiem Substrat über den Versuchszeitraum – 
nicht mehr erfüllt ist. Bei zukünftigen Versuchsreihen sollte die Konzentration an Lysat etwas 
gesenkt oder die Konzentration an Substrat auf 1 mM erhöht werden. 
Einfluss des Reaktionsmilieus 
Der verwendete HEPES-Puffer weist strukturelle Ähnlichkeiten mit einigen später iden-
tifizierten FN3K-Inhibitoren auf (vgl. 4.2.3 und Abbildung 4-37). Phosphatasen, welche 
Fructosyllysin-6-phosphat oder Ribulosyllysin-5-phosphat als Substrate erkennen, werden 
durch HEPES gehemmt (Fortpied et al., 2007). Insofern sollte die FN3K-Aktivität auch unter 
Ersatz des HEPES-NaOH-Puffers durch einen anorganischen Puffer wie Kalium-Phosphat 
untersucht werden. Bisher wurde auf phosphathaltige Puffer verzichtet, da diese die Maillard-
Reaktion und damit möglicherweise den Abbau des Substrates katalysieren (vgl. 2.1.1). 
Bei Ersatz von HEPES-NaOH durch Kaliumphosphat konnte eine um 4 bis 26 % höhere 
FN3K-Aktivität gemessen werden (vgl. Abbildung 4-37). Dies kann tatsächlich durch eine 
Hemmung von HEPES begründet sein, aber auch durch die erhöhte K+-Konzentration. Eine 
Konzentration von 150 mM NaCl im Assay mit 25 mM HEPES war in vorangegangenen 
Studien vorteilhaft gegenüber 100 mM oder weniger NaCl, was mit der hohen physio-
logischen Cl--Konzentration in Erythrocyten begründet wurde (Oehme, 2005; Krause et al., 
2006). Möglicherweise hat K+ einen ähnlichen Effekt. Nur in einem der bisher beschriebenen 
Inkubationspuffer für FN3K wurde eine hohe Ionenstärke mit 150 mM KCl eingestellt, deren 
Einfluss jedoch nicht charakterisiert (Brown und Kappler, 2007). Von anderen Arbeitsgrup-
pen verwendete Puffersubstanzen sind TRIS (25 und 50 mM, pH 7,8 und 7,5, Delpierre et al., 
2000a; Brown und Kappler, 2007) und HEPES (50 mM, pH 8,0 und 25 mM, pH 7,0,  
Szwergold et al., 2001; Tsai et al., 2006), in der Regel ohne zusätzliche Salze.  
Aufgrund der relativ geringen Aktivitätsunterschiede zwischen den verschiedenen Puffern 
wurden vorangegangene Versuche nicht wiederholt, sie sind untereinander zudem durch die 
konstanten Inkubationsbedingungen vergleichbar. Generell sind jedoch Untersuchungen zum 
Einfluss von verschiedenen Puffersubstanzen auf die Kinetik der FN3K-Reaktion nötig, um 
den optimalen Puffer für diesen Enzymtest zu finden. Dabei sollte auch die Abhängigkeit von 
der Alkali-, Magnesium- und Chloridkonzentration sowie dem pH-Wert untersucht werden. 
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Abbildung 4-37: Einfluss von HEPES- oder Phosphat-Puffer auf die FN3K-Aktivität. 
Zur Pufferzusammensetzung vgl. Tabelle 3-15. Angabe von parallel nach 3.7.3.3 durchgeführten 
Einfachbestimmungen. MePiprazFru ist ein schwacher FN3K-Inhibitor (vgl. 4.2.3). 
RP-HPLC-Analytik 
Das HPLC-System (3.7.1.4) wurde im Rahmen der Entwicklung des FN3K-RP-Assays (vgl. 
4.2.1.2) optimiert (Scherber, 2008) und erwies sich auch für FN3K als günstig. Eine kürzere 
Säule reduzierte die Analysenzeit, ein Phosphatpuffersystem von pH 7,0 anstelle von Ammo-
niumacetat in Verbindung mit isokratischer Elution stabilisierte die Retentionszeiten, die 
Senkung der Säulentemperatur schließlich ermöglichte eine bessere Trennung. Da sowohl die 
Hauptverunreinigungen als auch der Analyt kaum mit der RP-Säule wechselwirken, führen 
schon geringe Änderungen im Methanolanteil oder der Säulentemperatur zu einer Verschlech-
terung der Trennung. 
Insgesamt konnte die FN3K-Aktivität in Erythrocyten mit einer Verfahrensstandardabwei-
chung von 1,02 mU/g Hb bestimmt werden; dieser Wert wurde aus 99 Proben mit Zwei- bis 
Vierfachbestimmungen ermittelt. Das entspricht einem Variationskoeffizienten von 15 % des 
Medians aller untersuchten Proben. Bezogen auf das Volumen gepackter Erythrocyten 
(zentrifugiert bei 2000 × g für 10 min) ohne Berücksichtigung des Hb-Gehaltes liegt die 
Verfahrensstandardabweichung bei 0,298 mU/ml, was bei einem Median von 1,97 mU/ml 
ebenfalls 15 % sind.  
4.2.1.2 Entwicklung eines Verfahrens zur Bestimmung der FN3K-RP-Aktivität 
In Analogie zur FN3K sollte auch das mit ihr verwandte Enzym FN3K-RP in Erythrocyten 
quantifiziert werden. Da bisher kein Substrat für FN3K-RP bekannt ist, welches nicht auch 
von FN3K umgesetzt wird (Collard, 2004), war die Ermittlung der FN3K-RP-Aktivität allein 
neben FN3K im Erythrocytenlysat nicht möglich. Eine vorhergehende chromatographische 
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Trennung der beiden Enzyme (Collard, 2004) schien zur Ermittlung individueller FN3K-RP-
Aktivitäten in großen Probenserien nicht praktikabel. Deshalb sollte die Aktivität von FN3K 
plus FN3K-RP als Summenwert erfasst und die FN3K-RP-Aktivität durch Vergleich mit der 
parallel bestimmten FN3K-Aktivität geschätzt werden. Der Einsatz von selektiven FN3K-
Inhibitoren wird später diskutiert (vgl. 4.2.6). 
Wahl des Substrates 
Ribulosederivate werden von FN3K-RP bevorzugt umgesetzt (Collard, 2004). Wegen der 
geringen Halbwertszeit der phosphorylierten Produkte von ca. 30 min (Collard, 2004) sind sie 
jedoch für eine Bestimmung nach dem Prinzip von 4.2.1.1 ungeeignet. Die β-Eliminierung 
der 3-Phosphatgruppe erfolgt aus dem 1,2-Enaminol, welches sich aus der offenkettigen Form 
bildet (vgl. Abbildung 2-13). Ribulose und Ribulose-ARP liegen zu etwa 20 % offenkettig vor 
und sind deshalb instabil (Wu et al., 1990; Hellwig und Henle, 2010). Die um eine CH2OH-
Einheit längeren Psicosederivate liegen hingegen kaum offenkettig vor (Jones et al., 2007, 
vgl. 4.2.2) und sind ebenfalls Substrate für FN3K-RP. Phosphorylierte Psicosederivate weisen 
mit 9 h eine Halbwertszeit ähnlich der von Fructosederivaten auf (Collard, 2004). Deshalb 
schien Nα-Hippuryl-Nε-psicosyllysin (HipLysPsi) ein geeignetes, photometrisch messbares 
Substrat zu sein und wurde mit optimierten Synthesebedingungen (Scherber, 2008) aus 
Hippuryllysin durch Umsetzung mit der Aldohexose Allose hergestellt (vgl. 3.2.1). 
Identifizierung des Produktes 
Erste Inkubationsversuche unter den Bedingungen des FN3K-Assays (vgl. 3.7.1.2) mit 
1,6 mM HipLysPsi als Substrat ergaben ein ähnliches Chromatogramm (vgl. 3.7.1.4) mit 
einem neuen Peak zu ähnlicher Retentionszeit wie HipLys-3-Phosphofructose (Abbildung 
4-38a). Zur Bestätigung, dass es sich hierbei um das phosphorylierte HipLysPsi mit der 
molekularen Masse von 549 g/mol handelt, wurde von mit HipLysPsi inkubiertem Lysat ein 
Chromatogramm mit massenselektiver Detektion aufgenommen (Durchführung in 3.7.2.1). 
Die Retentionszeiten sind durch verschiedene HPLC-Systeme nicht gleich, jedoch ist in 
Abbildung 4-38b deutlich erkennbar, dass eine Substanz mit der Masse des phosphorylierten 
HipLysPsi an ähnlicher Stelle eluiert. Das Massenspektrum zu dieser Position (Abbildung 
4-38c) zeigt neben kleineren Signalen unter 300 amu eine protonierte und eine Natrium-Form 
der Substanz mit der Masse von HipLys-3-Phosphopsicose. Dass im Blindwert an dieser 
Stelle kein Peak dieses Masse-Ladungsverhältnisses (m/z) eluiert, bestätigt die vermutete 
Identität.  
Für die Inkubation mit HipLysFru ergab sich aufgrund derselben Masse des Phosphory-
lierungsproduktes und dem gleichen Retentionsverhalten das gleiche Bild wie in Abbildung 
4-38, nur war Peak P deutlich kleiner. Die Identität des Peaks wurde bereits in vorhergehen-
den Arbeiten mit ESI-MS bestätigt (Krause et al., 2006). 




































































b c  
Abbildung 4-38: Identifizierung des Produktes von HipLysPsi im Erythrocytenlysat 
a: RP-HPLC-UV (3.7.1.4) des Erythrocytenlysates inkubiert mit HipLysPsi (3.7.1.2). Peak P entsteht 
bei Inkubationen über 60 und 120 min. b: LC-MS (3.7.2.1) des Erythrocytenlysates aus a  
c: Massenspektrum zu 12,8 min Retentionszeit von b. 
Um die Position der Phosphorylierung im Molekül eindeutig zu bestimmen, wurde Peak P aus 
dem Chromatogramm in Abbildung 4-38a als Eluat aufgefangen und mit ESI-MS-MS im 
negativen Modus analysiert (3.7.2.2). Wie erwartet, war sowohl im HipLysPsi-Inkubat als 
auch im HipLysFru-Inkubat das einfach negativ geladene Molekülion des phosporylierten 
Substrates bei m/z = 548 zu detektieren. Mit Erhöhung der Kollisionsspannung fragmentierte 
dieses zu Ionen, deren Masse nur durch das Fragmentierungsmuster erklärt werden kann, 
welches in der Strukturformel in Abbildung 4-39 gezeigt ist. Die Phosphorylierung einer 
Hydroxylgruppe ist mit dem Verlust der Phosphatgruppe, F1 (m/z = 97), bestätigt. Da aus dem 
Restmolekül noch Fragment F2 abgespalten werden kann, welches mit m/z = 91 dem Zucker-
rest C4-C6 inklusive aller Hydroxylgruppen entspricht, kann die Phosphatgruppe nicht in 
diesem Molekülteil gebunden gewesen sein. Als einzig mögliche weitere Hydroxylgruppe 
bleibt die am C3.  



































Abbildung 4-39: MS-MS-Spektrum von HipLys-3-Phosphopsicose, negativer Modus. 
Mit Pfeilen dargestellt sind die während der Messung (vgl. 3.7.2.2) identifizierten Fragmentierungen. 
Das Fragment mit m/z = 432,5 entsteht dabei sowohl aus dem Molekülion mit dem Fragment mit 
m/z = 450 als Zwischenprodukt, als auch aus den Na+- und K+-Addukten des Moleküls. F2 ist aufgrund 
der positiven Ladung nicht sichtbar. 
Auf diese Weise konnte für beide Substrate die Phosphorylierung durch Erythrocytenlysat am 
C3-Atom bestätigt werden. Das entsprechende Produkt eluiert in dem in Abbildung 4-38a 
dargestellten Peak P. Da ohne Zusatz von Substrat (nicht gezeigt) oder bei sofortigem 
Abstoppen der Reaktion nach Inkubationsbeginn kein Peak im Bereich von Peak P eluiert, 
entpricht dessen Peakfläche der gebildeten Menge an Phosphorylierungsprodukt und kann 
unter geeigneten Bedingungen als Maß für die Enzymaktivität von FN3K oder FN3K plus 
FN3K-RP herangezogen werden. 
Stabilität des Produktes 
Um den Zerfall des Produktes während der Inkubation bei 37 °C und pH 7,5 zu charakterisie-
ren, wurde die Phosphorylierung durch Zugabe von EDTA nach 2 h gestoppt und die Kon-
zentration an HipLys-3-Phosphopsicose in regelmäßigen Abständen bis zu 30 h gemessen 
(vgl. 3.7.3.2). EDTA komplexiert Mg2+, so dass das Cosubstrat ATP nicht vom Enzym 
gebunden werden kann. Die Konzentration sank exponentiell, wie für die β-Eliminierung als 
Zerfallsreaktion erster Ordnung erwartet. Die berechnete Halbwertszeit für HipLys-3-
Phosphopsicose unter diesen Bedingungen mit EDTA beträgt 19 h. Damit ist der Zerfall des 
Produktes während der Inkubationszeit im Enzym-Assay vernachlässigbar, die Produktkon-
zentration am Ende der Inkubation entspricht der gebildeten Menge.  
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Für HipLys-3-Phosphofructose wurde auf dieselbe Weise eine Halbwertszeit von 11 h 
ermittelt (Krause et al., 2006). Beide sind etwas höher als die von Collard et al. (2004) 
bestimmten Werte für mit Glucose bzw. Allose glykiertes Lysozym als Substrat (7,0 h für 
Fructosereste, 8,8 h für Psicosereste). Dies kann durch die Komplexierung von Metallionen 
mit EDTA bedingt sein, die den Zerfall sonst katalysieren würden. Jedoch wären selbst diese 
Halbwertszeiten für die Enzymaktivitätsbestimmung von geringem Einfluss. 
Der Zerfall von HipLys-3-Phosphopsicose in trichloressigsaurer Lösung ist, wie schon bei 
HipLys-3-Phosphofructose beobachtet (Krause et al., 2006), stark verlangsamt. Die Stabilität 
des Psicosederivates in 5-%iger Trichloressigsäure ist jedoch geringer als die des Fructose-
derivates: Nach 48 h waren weniger als 1 % des Fructosederivates, aber 20 % des Psicosede-
rivates abgebaut. Um praktikable Analysenzeiten zu erhalten, wurde im HipLysPsi-
Aktivitätstest nach der Proteinfällung 1 : 2 verdünnt. Mit dem Versuch nach Abschnitt 3.7.3.1 
konnte in 2,5-%iger Trichloressigsäure während der Standzeit der Analysenproben von bis zu 
24 h kein signifikanter Abbau des Analyten festgestellt werden.  
Einfluss der Substrat-Konzentration 
Nach Abschnitt 3.7.3.4 wurde der apparente KM-Wert von FN3K plus FN3K-RP für 
HipLysPsi bei ATP-Sättigung in einer Doppelbestimmung zu (0,9 ± 0,2) mM bestimmt. Zur 
Sättigung der Enzyme mit Substrat sollte in der Regel die 10-fache Konzentration für Aktivi-
tätstests verwendet werden. In Aktivitätsbestimmungen mit 2,5, 5, 7,5 und 10 mM Substrat 
zeigte sich jedoch eine Substrathemmung ab 7,5 mM, so dass 5 mM Substrat für den Enzym-
test verwendet wurden.  
Auch Vmax ist mit etwa 100 mU/g Hb deutlich höher als beim Umsatz von HipLysFru, so dass 
mit einem Drittel der Lysat-Konzentrationen im Assay (vgl. Tabelle 3-15) und der halben 
Inkubationszeit ausreichend starke Messsignale für HipLys-3-Phosphopsicose erreichbar 
waren. Dies verringerte zudem störende Nebenpeaks im Chromatogramm. Unter diesen 
Bedingungen (vgl. 3.7.1.2) verlief die Bildung von Peak P, d.h. des Enzymreaktionsproduktes 
über den Inkubationszeitraum hinaus linear.  
Einfluss der ATP-Konzentration 
Wie oben für den FN3K-Test beschrieben, wurde die Sättigung mit ATP von 0,5 bis 4 mM 
geprüft. Durch die verminderte Lysat-Konzentration im Assay genügte bereits 1 mM ATP, 
um die maximale Enzymaktivität zu erreichen. Damit auch bei extrem hohen Enzymaktivitä-
ten die Sättigung mit Cosubstrat gegeben ist, wurden wie beim FN3K-Assay 2 mM ATP 
verwendet. Mit 50 % oder 150 % der Lysat-, d.h. der Enzymmenge unter sonst gleichen 
Bedingungen, wurden entsprechend 49 % bzw. 155 % Produkt gebildet, d.h. die ATP-Menge 
genügte auch für höhere Kinase-Konzentrationen.  
Insgesamt konnte die Aktivität von FN3K plus FN3K-RP mit einer Verfahrensstandardabwei-
chung von 12,5 mU/g Hb bestimmt werden, d.h. mit einem Variationskoeffizienten von 12 %. 
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Bezogen auf das Volumen gepackter Erythrocyten ist die Verfahrensstandardabweichung 
etwas höher: 4,1 mU/ml (14 %). Sie wurde aus 88 Proben mit Zwei- bis Vierfachbestimmun-
gen ermittelt.  
4.2.1.3 Validierung des Enzym-Assays mit gereinigtem Enzym 
Ein FN3K-homologes Enzym aus Staphylococcus aureus wurde von Dr. Rita Gemayel10 in 
gereinigter Form zur Verfügung gestellt (Gemayel et al., 2008). Mit diesem sollte auf eine 
zweite Weise überprüft werden, ob der etablierte Enzymaktivitätstest tatsächlich die Aktivität 
von FN3K plus FN3K-RP in Erythrocytenlysat erfasst. Im Versuch 3.7.3.5 zeigte das Enzym 
eine hohe Aktivität gegenüber HipLysPsi und eine geringe Aktivität gegenüber HipLysFru 

































































Abbildung 4-40: RP-HPLC der Inkubate des FN3K-homologen Enzyms von S. aureus mit verschie-
denen Substraten. 
HPLC-System 3.7.1.4 a: In Proben ohne ATP/Enzym sind beide Substrate, in der Probe ohne 
Substrate sind Enzym und ATP enthalten. b: Hemmung der Bildung von HipLys-3-Phosphopsicose 
durch Zusatz von 1 mM anderen ARP ohne Chromophor zu je 1 mM HipLysPsi. c: Hemmung der 
Bildung von HipLys-3-Phosphofructose durch Zusatz von 1 mM ARP zu je 1 mM HipLysFru.  
                                                 
10 Arbeitskreis Prof. Emile van Schaftingen, Laboratoire de Chimie Physiologique, Faculté de Médecine & de 
Duve Institute, Universite Catholique de Louvain, Bruxelles, Belgien. 
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Die Untersuchungen von Gemayel et al. (2008) hatten dies bereits erwarten lassen, da LysRul 
das bevorzugte Substrat des Enzyms ist. Dennoch ließ sich der Umsatz von HipLysPsi durch 
den Zusatz von LysFru als konkurrierendem Substrat leicht hemmen (Abbildung 4-40b). 
LysPsi und LysRul erreichten stärkere Hemmungen. Umgekehrt ließ sich der ohnehin geringe 
Umsatz von HipLysFru durch weitere Substrate kaum hemmen (Abbildung 4-40c). 
Auch wenn die hier dargestellten Ergebnisse keine quantitative Auswertung erlauben (vgl. 
Anhang A4), konnte gezeigt werden, dass der in Abschnitt 4.2.1.2 identifizierte Peak P auch 
durch ein FN3K-homologes Enzym ohne Erythrocytenlysat gebildet wird und deshalb der 
Aktivität von FN3K plus FN3K-RP in Erythrocycten zugeschrieben werden kann. Zudem 
lassen sich mit dieser Methode auch durch zugesetzte Inhibitoren oder Konkurrenzsubstrate 
verminderte Enzymaktivitäten messen.  
4.2.2 Darstellung potentieller Inhibitoren von FN3K und FN3K-RP 
Um die Substratspezifität zu charakterisieren, sollte die Affinität der beiden Enzyme zu 
verschiedenen ARP und strukturell verwandten Substanzen untersucht werden. Diese sind 
nicht kommerziell erhältlich und wurden deshalb synthetisiert. 
Die Synthese der ARP und HRP erfolgte nach in Kapitel 3.2 beschriebenen Verfahren mit der 
Maillard-Reaktion des entsprechenden Amins und Zuckers und anschließender Reinigung des 
Syntheseansatzes. Fast alle Präparate wurden mit mehrstufiger Kationenaustauschchroma-
tographie gereinigt, da die Chromatographie an Kieselgel (Flashchromatographie) in der 
Regel nicht zu einer ausreichenden Trennung führte, oder die Produkte gar nicht eluiert 
werden konnten. Die Kristallisation konnte für einige Fructose-ARP aus verschiedenen 
Lösungsmitteln erreicht werden. Für die meisten Ribulose- oder Psicosederivate war jedoch 
nur die Gefriertrocknung möglich, was zu hygroskopischen, elektrostatisch geladenen und 
damit schwer handhabbaren Präparaten führte. Als Ursache für die schlechte Kristallisations-
fähigkeit der Psicose wird ihre uneinheitliche Tautomerie in Lösung angenommen (French 
und Dowd, 1994).  
Zuordnung der Anomeren mit NMR 
Die anomeren Formen der ARP beeinflussen wahrscheinlich die Bindung an das Enzym, 
deshalb wurden sie nach Möglichkeit mit NMR (3.3.3) für Präparate in wässriger Lösung bei 
Raumtemperatur quantifiziert. Bei vollständig zugeordneten und gut aufgelösten Signalen im 
1H-Spektrum konnten die Anteile der Anomeren aus der relativen Peakfläche der jeweiligen 
H-Signale berechnet werden. Da 1H-Spektren nicht entkoppelt werden, korreliert die Peakflä-
che der Signale gut mit der Konzentration der Substanz. War das nicht möglich, so wurden 
die relativen Peakflächen der C-Atome im breitbandentkoppelten 13C-Spektrum herangezo-
gen. Dieses Verfahren fand breite Anwendung (Que und Gray, 1974; Röper et al., 1983), 
liefert jedoch weniger präzise Ergebnisse, da die hier verwendeten Aufnahmebedingungen der 
13C-NMR eine Quantifizierung nicht unterstützen. 
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Fructose-Derivate 
HipLysFru, das Substrat im FN3K-Aktivitätstest, liegt in wässriger Lösung bei Raumtempera-
tur zu 71 % als β-Pyranose vor, wie allgemein für N-Fructosylaminosäuren beschrieben 
(Röper et al., 1983; Mossine et al., 1994). Die anderen Formen (Abbildung 4-41) sind zu 
annähernd gleichen Anteilen enthalten (vgl. 3.3.5.1, 13C-NMR). Ähnliche Anteile zeigen 
LysFru, AlaFru, ProlinFru und PiprazFru (Tabelle 4-6, Strukturen in der Umschlagseite). Bei 
Lys3OMeFru ist der Anteil der Furanosen erhöht. Eine Destabilisierung der Pyranose von 
Fructose durch 3-O-Alkylierung ist bereits beschrieben (Jarrell et al., 1979). Bei PipdinFru 



















































Abbildung 4-41: Strukturen von Fructose-ARP am Beispiel von LysFru 
Tabelle 4-6: Anteile der anomeren Formen von Fructose-ARP (vgl. 3.3.5). ~ 
Anomere Form % α-Pyranose β-Pyranose α-Furanose β-Furanose 
HipLysFru (13C#) 11 (95,8) 71 (95,3) 6 (101,7)  11 (98,6) 
LysFru (13C#) bei β-P.*  83 (95,3) 9 (101,6) 8 (98,7) 
AlaFru (13C#) 4 (96,2) 76 (95,2) 10 (101,7) 11 (98,6) 
ProlinFru (13C#) 4 (96,3) 67 (95,5) 12 (101,6) 16 (98,7) 
ToluidFru (13C#) Pyranosemischung 79 (98,2) Furanosemischung 21 (102,1) 
PiprazFru (13C#) bei β-P.*  66 (95,9) 11 (101,9) 23 (98,9) 
Lys3OMeFru (13C#) 10 (95,8) 44 (95,4) 28 (101,6) 18 (99,0) 
PipdinFru (1H) -  > 80 (97,2)  -   -  
MorphoFru (1H) n.d. 100 (97,5) n.d. n.d. 
LysFru (1H und 13C), 
(Mossine et al., 1994) 
4 70 13 13 
~ Angabe der Verschiebung von C2 in ppm in Klammern hinter dem Anteil der anomeren Form 
* von Signal der β-Pyranose überdeckt, d.h. in ihrem Anteil enthalten 
# Die Angaben aus der Peakflächenintegration von 13C-NMR-Signalen haben orientierenden Charakter. 
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Psicosederivate 
LysPsi lag wie HipLysPsi in mehreren anomeren Formen von annähernd gleichen Anteilen 
vor. Aufgrund der Analogien zwischen LysFru und HipLysFru wurde die zweidimensionale 
NMR nur für LysPsi durchgeführt und die Ergebnisse auf HipLysPsi übertragen. Da für ARP 
von Psicose bisher keine NMR-Studien vorliegen, wird der Auswertung hier mehr Gewicht 
beigemessen. In Tabelle 4-7 sind die NMR-Signale für LysPsi in D2O (vgl. 3.3.5.7) angege-



















































Abbildung 4-42: Strukturen von Psicose-ARP am Beispiel von LysPsi. 
Die Nummerierung der Atome entspricht der in Tabelle 4-7 verwendeten (L: Lys, P: Psi). 
Die Summe der Peakflächen der H-Signale aller Psicoseanomere entspricht der des äquimola-
ren Lysins. Die Zuordnung der einzelnen Signale zu einer anomeren Form erfolgte insbeson-
dere anhand von Fernkopplungen im HMBC-Spektrum über zwei bis vier Bindungen, aber 
auch von vicinalen 1H-Kopplungen im COSY-Spektrum. Lediglich bei β-Pyranose und 
α-Furanose fehlte die Kopplung zwischen H4 und H5, vermutlich durch eine rechtwinklige 
Lage der H-Atome, so dass bei diesen keine eindeutige Zuordnung der Molekülteile C3/C4 
zum Rest möglich war. Aus den Verhältnissen der Peakflächen ergibt sich jedoch die in der 
Tabelle 4-7 angegebene Zuordnung. 
Die Benennung der anomeren Formen erfolgte anhand der Verschiebung des anomeren 
C-Signals und Vergleich mit Literaturdaten für 1-Desoxy-D-psicose (Jones et al., 2007) und 
D-Psicose (Valentine et al., 1981), zwei Zucker, die dem Psicoserest im LysPsi strukturell am 
nächsten stehen. Das Signal des anomeren C-Atoms in den Pyranosen ist fast identisch, daher 
wurden die Signale von C5 und C6 zur Identifizierung herangezogen, welche bei der β-
Pyranose weiter tieffeldverschoben sind als bei der α-Pyranose.  
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Tabelle 4-7: NMR-Daten Nε-Psicosyllysin.*  
 α-Pyranose 
C  H (J)  
β-Pyranose 
C  H (J) 
α-Furanose 
C  H (J) 
β-Furanose 
C  H (J) 
Lys-1 174,5               -    
Lys-2 54,4     3,64m 
Lys-3 29,8     1,79m 
Lys-4 21,5     1,35m 
Lys-5 24,7m  1,66m 
Lys-6 47,7m  3,02m 
Psi-1 n.d. 3,04m 
       3,22dd (10,8) 
52      3,13d (13,2) 
          3,36d (13,2)
n.d.    3,11 
           3,18 (12,0) 
52      3,20 (12) 
          3,30 (13) 
Psi-2 95,1 - 95,3    - 100,3    -  102,4  - 
Psi-3 67,7    3,51d (3,0) 65,11  3,91d2 (3,0) 721      3,932 76,3   4,02d (4,8) 
Psi-4 71,6     4,09t (3,0) 723     4,04m4 70,13   3,724 70,7   4,22dd  
(4,0 und 6,6) 
Psi-5 65,5     3,74q  68,0   3,84m  83,5    4,04m 83,4   3,95ddd  
       (6,6 und 3,0) 
Psi-6 58,0     3,59 (5,4) 
           3,665 (6,0) 
64,3   3,76dd  
          3,92dd  
60,9    3,53 
           3,67 
62,3   3,56d (12) 
          3,71m5 
*Angaben der Verschiebungen in ppm, der Kopplungen J in Hz, sofern aufgelöst. 
n.d.: nicht detektierbar 
1-5 : Zuordnung nicht eindeutig, austauschbar zwischen Signalen mit gleicher Fußnote 
Aussagen zum Anteil der einzelnen anomeren Formen bei 21 °C in wässriger Lösung (Tabelle 
4-8) waren durch den Vergleich der Peakflächen gut aufgelöster Signale im 1H-Spektrum 
möglich. Die Verhältnisse der Integrale im breitband-entkoppelten 13C-Spektrum sind im 
Rahmen der Integrationsgenauigkeit gleich.  
Wie schon für Fructose-ARP gezeigt, wird die anomere Form des ARP schwach von der Art 
des Amins beeinflusst (Röper et al., 1983; Mossine et al., 1994), stark jedoch von der Art des 
Zuckers. Als Näherung kann dabei die Form der analogen Ketose auf die des ARP übertragen 
werden (Feather und Mossine, 1998). 
In der Literatur werden zu den anomeren Formen der Psicose unterschiedliche Angaben 
gemacht. Deutlich erkennbar ist dennoch, dass LysPsi in allen vier möglichen Ringformen in 
annähernd gleichen Anteilen vorliegt. ARP von anderen Hexosen bilden bevorzugt Pyrano-
sen, wobei sich die anomere Form nach der Stellung der OH-Gruppen richtet: Fructose-ARP 
bilden überwiegend β-Pyranosen, Tagatose-ARP überwiegend α-Pyranosen (Feather und 
Mossine, 1998; Krause, 2004). 
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Tabelle 4-8: Anomere von Psicose-Derivaten in wässriger Lösung, verglichen mit anderen ARP. 








LysPsi (1H) 21 °C 24 29 18 29 n.d. 
LysPsi (13C)* 21 °C 26 27 20 27 n.d. 
D-Psicose1 (13C)  31 °C 20 20 45 14 1 
D-Psicose2 (simuliert) k.A. 6 41 8 45 k.A. 
1-Desoxy-D-psicose3 (1H)  30 °C 25 27 21 20 7 
LysFru (Tabelle 4-6)  21 °C Pyr.-Mischung 83 9 8 n.d. 
LysFru4,6 25 °C 4 70 13 13 0,8 
LysTag5 21 °C 70 23 n.d. n.d. n.d. 
MorphoRul (13C 3.3.5.29) 21 °C  -   -  24 45 31 
GlyRul6 k.A.  -  - 28 52 20 
LysRul7 21 °C  -   -  35 42 23 
n.d.: Anomeres C2-Signal nicht detektierbar. Im 1H-Spektrum des LysPsi sind jedoch einige nicht zugeordnete 
Signale im Bereich des Zuckers, die ca. 7 % offenkettiger Form  entsprechen könnten. 
k.A.: keine Angabe 
*: berechnet aus den Mittelwerten der Peakflächenverhältnisse von C3, C4 und C5. 
1: (Valentine et al., 1981), 2: Computermodellierung Energieminimum (French und Dowd, 1994), 3: (Jones et 
al., 2007), 4: (Mossine et al., 1994), 5: (Krause, 2004), 6: (Feather und Mossine, 1998), 7: (Hellwig und Henle, 
2010). 
4.2.3 Substratspezifität von FN3K 
Für FN3K sind bereits einige Substrate bekannt. Neben den in Tabelle 2-5 aufgeführten 
Fructose-ARP von Morpholin, Lysin, Glycin, Valin, Proteinseitenketten und einigen aliphati-
schen Aminen gehören die Psicose-ARP von Morpholin und Lysin, sowie MorphoRul dazu 
(Collard et al., 2003). Die Affinität von FN3K zu diesen Substraten ist sehr unterschiedlich, 
wie aus den ebenfalls in Tabelle 2-5 angegebenen KM-Werten ersichtlich ist. Bisher wurde 
kaum systematisch untersucht, welche funktionellen Gruppen der Substrate relevant für die 
Substratbindung und die Spezifität sind. Lediglich Szwergold et al. (2001) zeigten anhand 
einer Untersuchungsreihe von Fructose-ARP mit aliphatischen Polyaminen, dass die Affinität 
mit der Anzahl der Aminogruppen im ARP steigt.  
Relevant sind diese Bestimmungen für die Suche nach FN3K-Inhibitoren, die bisher eher 
schwach hemmende Substanzen hervorgebracht hat. Tsai et al. (2006) untersuchten dabei 
Substanzen, die sich vom Leitmolekül 3-O-Methyl-Sorbitollysin ableiteten, dem reduzierten, 
am C3 blockierten Fructose-ARP. Diese Einschränkung sollte im Hinblick auf eine pharma-
zeutische Anwendung Inhibitoren selektieren, welche unreaktiv, d.h. in vivo stabil sind und 
nicht von FN3K umgesetzt werden können. 
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In dieser Arbeit sollten die für die Substraterkennung nötigen funktionellen Gruppen identifi-
ziert werden, so dass eine Beschränkung auf C3-blockierte und reduzierte Substanzen hinder-
lich war. Als Leitmolekül wurde MorphoFru variiert, weshalb viele cyclische sekundäre 
Amine untersucht wurden. Außerdem wurden die Substratspezifität bezüglich der Zuckerkon-
figuration umfassender charakterisiert und einige strukturell verwandte Substanzen unter-
sucht.  
Die Substratspezifität der FN3K wurde indirekt durch Hemmung der Phosphorylierung von 
HipLysFru untersucht. Konkurrierende Substrate wie LysFru sind demnach als Inhibitoren 
erfasst worden, ohne dass beurteilt werden konnte, ob sie nur gebunden oder selbst auch 
umgesetzt werden. Als Maß für die Affinität der FN3K zum jeweiligen Inhibitor wurde in 
einem Screening die Hemmung der Aktivität gegenüber HipLysFru in äquimolarer Konzent-
ration, d.h. 0,5 mM, herangezogen. Eine Hemmung von weniger als 5 % ist im Rahmen der 
Fehlertoleranzen des Assays nicht signifikant; dieser Wert ergibt sich aus dem Vertrauensbe-
reich für parallel aus einem Lysat bestimmte Aktivitäten. Die Unterscheidung zwischen 
Substanzen mit geringerer Affinität und Substanzen, welche gar nicht spezifisch gebunden 
werden, ist mit dieser Methode demnach nicht möglich. Ausgewählte Inhibitoren wurden mit 
dem IC50-Wert und der Inhibitorkonstante näher charakterisiert. Einzeldaten zur Hemmung 
sind im Anhang A5 (Tabelle 0-5) aufgeführt. 
4.2.3.1 Spezifität bezüglich hoch- oder niedermolekularer Substrate 
Um die Spezifität der FN3K gegenüber proteingebundenem, peptidgebundenem oder freiem 
LysFru zu vergleichen, wurde Casein als ein in reiner Form leicht zugängliches Protein 
verwendet, welches mit Glucose bis zu einer Lysinblockierung von 43,7 % zu Amadori-
Produkten modifiziert war (Hellwig, 2011). Pro Molekül Casein sollten von den durch-
schnittlich 13 vorhandenen Lysinresten (Belitz et al., 2001) etwa 6 als LysFru vorliegen. Die 
Dipeptide LysFru-Ala und Ala-LysFru wurden als einfache Beispiele für peptidgebundene 
ARP gewählt (Hellwig, 2011).  
In Abbildung 4-43 sind die neben HipLysFru in verschiedenen Konzentrationen im Assay 
eingesetzten Caseine und Peptide mit der entsprechenden Hemmung der FN3K gezeigt. In zu 
HipLysFru äquimolarer Konzentration von 0,48 mM hemmen die Dipeptid-ARP zu 20 bis 
30 %, tendenziell etwas stärker als LysFru. Die dreifache Konzentration ist für eine 50-%ige 
Hemmung nötig (LysFru-Ala nicht getestet). Die Alanylgruppe am α-Kohlenstoff des LysFru 
beeinflusst die Bindung an FN3K kaum, weder in N-terminaler Position durch räumliche 
Verschiebung der positiven Ladung der primären Aminogruppe, noch in C-terminaler 
Position durch Verschiebung der negativen Carboxylatgruppe.  
Mit Glucose modifiziertes Casein (CaseinFru) hingegen hemmt FN3K deutlich stärker als 
LysFru, sowohl auf die Konzentration an LysFru-Resten als auch auf die Konzentration an 
Protein bezogen. Natives Casein in gleicher Proteinkonzentration wie CaseinFru hemmt 
FN3K praktisch nicht. Delpierre (2002) und Collard (2004) geben für fructosyliertes Lyso-
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zym als hochmolekulares und MorphoFru als niedermolekulares Substrat eine annähernd 
gleiche Phosphorylierungsgeschwindigkeit unter Substratsättigung an, haben die Affinität zu 
beiden Substraten jedoch nicht unter gleichen Bedingungen untersuchen können. Die Akzep-
tanz hochmolekularer Substrate unterstreicht die Bedeutung von FN3K als Proteinreparatur-
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Abbildung 4-43: Spezifität der FN3K gegenüber Aminosäuren, Peptiden oder Proteinen 
neben 0,48 mM HipLysFru, Einfachbestimmungen nach 3.7.4.1 oder Mittelwerte und SD, n = 2.  
*Die apparente Konzentration von CaseinFru bezieht sich auf die LysFru-Reste im Protein, die 
Konzentration an Proteinmolekülen in Casein und CaseinFru ist demzufolge ein Sechstel der im 
Diagramm angegebenen Inhibitorkonzentration. 
4.2.3.2 Spezifität bezüglich des Zucker-Restes 
Die Spezifität von FN3K bezüglich des Zuckerrestes wurde an zwei Reihen von ARP mit 
Lysin oder Morpholin als Amin und Fructose, Ribulose, Tagatose oder Psicose als Zucker-
Komponente getestet. Andere FN3K-Substrate als Fructose-ARP, nämlich MorphoRul, 
MorphoPsi und MorphoTag, wurden bisher nur in einer Studie parallel zu FN3K-RP unter-
sucht (Collard et al., 2003). LysTag kann in vivo bei Galactosämie, einer Galactose-
Katabolismus-Störung, gebildet werden. Die in diesem Zusammenhang stark erhöhte Kon-
zentration an HbA1 (Howard et al., 1981) deutet auf Galactose-Hb-Addukte hin, welche dann 
potentielle Substrate für FN3K in vivo sind. 
Zusätzlich konnten das ARP von Lysin mit 3-O-Methylglucose und die HRP aus Fructose 
untersucht werden. LysGlc und LysMan kommen bei erhöhten Fructosespiegeln in vivo 
analog zu ARP vor, wie am Beispiel der Augenlinse gezeigt (McPherson et al., 1988). Der 
Metabolismus von HRP ist nicht bekannt. Da nur LysGlc als Reinsubstanz zur Verfügung 
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stand, wurde LysMan in einer Mischung aus LysGlc und LysMan untersucht. Lys3OMeFru 
wurde aufgrund der Studien mit 3-O-Methylsorbitollysin (IC50 für FN3K 6 mM, Tsai et al., 
2006) untersucht; es sollte geprüft werden, ob das nicht reduzierte Derivat stärker hemmt.  
Daneben ist hier die Schiff’sche Base der Anthranilsäure mit Glucose aufgeführt. Schiff’sche 
Basen sind nur mit aromatischen Aminen in stabiler Form erhältlich. Dass Anthranilsäure als 
Amin gewählt wurde, ist mit ihrer Rolle in der Tryptophanbiosynthese als ARP von Ribose-5-
phosphat zu begründen (Gemayel, 2008). Zudem wäre ein Anthranilo-ARP ein potentielles 
Substrat für einen photometrischen FN3K-Aktivitätstest. Die Reaktion während der Synthese 
ging allerdings nicht über die Schiff’sche Base hinaus, so dass nur ToluidFru als aromatisches 
ARP untersucht werden konnte (vgl. 4.2.3.4). Der zur Lösung des Inhibitors verwendete 
absolute Ethanol zeigte keinen Einfluss auf die Enzymaktivität.  
Keiner der genannten Inhibitoren hemmt stärker als 50 %. Das Substrat HipLysFru mit 
Hippuryl-Rest wird gegenüber freien Lysin-ARP und Morpholin-ARP bevorzugt, was für den 
Vergleich der ARP untereinander in Abbildung 4-44 jedoch keine Rolle spielt. Die Hemmung 
unterscheidet sich kaum zwischen Lysin und Morpholin, so dass eine Reihe die andere 


























Abbildung 4-44: Hemmung der FN3K mit ARP verschiedener Zucker  
Substrat (HipLysFru, 0,5 mM) und ARP in äquimolarer Konzentration. Mittelwerte und SD (n = 2,  
n = 4 für LysRul und Lys/MorphoFru).  
Interessanterweise besitzt FN3K die höchste Affinität nicht zu Fructose-ARP, wie der Name 
Fructosamin-3-kinase vermuten lässt, sondern zu Ribulose-ARP. Der Psicose-Rest hemmt 
wenig, die anderen Zucker-Derivate hemmen praktisch nicht.  
Für MorphoFru und MorphoRul wurden IC50-Werte bestimmt (Abbildung 4-45). MorphoRul 
hemmt neben 0,48 mM HipLysFru mit einem IC50-Wert von 0,17 mM (n = 1) auch in 
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variierender Konzentration deutlich stärker als MorphoFru mit einem IC50-Wert von (2,4 ± 
1,0) mM (n = 3, SD). Dies entspricht der Affinität der beiden ARP als Substrate: Von reiner 
FN3K wird MorphoRul mit einem KM-Wert von 2,6 µM, MorphoFru mit einem von 10 µM 
umgesetzt (Collard et al., 2003). Da jedoch die katalytische Effizienz (Vmax/KM) der Phospho-
rylierung bei MorphoFru etwas höher als bei MorphoRul ist (Collard et al., 2003), bleibt der 
Name Fructosamin-3-kinase gerechtfertigt. 



















MorphoRul, IC50 = 0,17 mM
MorphoFru, IC50 = (2,4 ± 1,0) mM
 
Abbildung 4-45: IC50-Kurven von MorphoFru und MorphoRul neben HipLysFru (FN3K). 
 Substrat HipLysFru  0,48 mM (Durchführung 3.7.4.2). 
Die Fructose- und Ribulose-ARP unterscheiden sich zum einen in der Konfiguration an der zu 
phosphorylierenden Hydroxylgruppe (C3), zum anderen in der Ringgröße, und werden 
dennoch beide von FN3K als Substrat erkannt, was diesem Enzym eine ungewöhnlich breite 
Substratspezifität verleiht. Ribulose-ARP liegen zu einem bedeutenden Anteil auch offenket-
tig vor (vgl. 4.2.2). Dass die offenkettige Form eines Zuckers bevorzugt an FN3K bindet und 
Ribulose-ARP deshalb bevorzugte Substrate sind, ist wenig wahrscheinlich: Reduziertes 
LysFru, d.h. Sorbitollysin, welches zu 100 % offenkettig ist, wird 20-mal weniger effizient 
umgesetzt als LysFru (Collard, 2004). Die Tatsache, dass Morpholinoxylulose, das C3-
Epimer von MorphoRul, FN3K mit einem IC50-Wert von 0,35 mM weniger stark hemmt als 
MorphoRul (Collard et al., 2003), spricht für die größere Bedeutung der C3-Konfiguration im 
Vergleich zur Ringgröße.  
Die C3-OH-Gruppe wird zur Bindung an das Enzym in ihrer Hydroxylform benötigt, wie die 
nicht signifikante Hemmung von Lys3OMeFru zeigt. Das erklärt bereits die hohen IC50-Werte 
4 Ergebnisse und Diskussion 205 
von 2 mM und mehr, die Tsai et al. (2006) für verschiedene 3-O-methylierte Substanzen 
neben 0,5 mM LysFru als Substrat beobachteten. 
Der Einfluss der Konfiguration am C4 kann durch den Vergleich von Fructose-ARP zu 
Tagatose-ARP beobachtet werden Die L-Stellung der OH-Gruppe an dieser Position beein-
flusst die gesamte Ringform und die anomere Konfiguration; Tagatose liegt anders als 
Fructose überwiegend in der α-Pyranose vor (vgl. 4.2.2). Dadurch wird entweder in der 5C2-
Konformation der räumliche Abstand zwischen der C3-OH-Gruppe und der C1-Aminogruppe 
stark vergrößert, oder die Aminogruppe wird in 5C2-Konformation in eine axiale Position 
gezwungen (Abbildung 4-46). Wie aus der geringen Hemmung der Tagatose-ARP in 
Abbildung 4-44 geschlossen werden kann, führt dies dazu, dass FN3K Tagatose-ARP 
anscheinend kaum als Substrat erkennt. Demgegenüber bestimmten Collard et al. einen IC50-
Wert für MorphoTag von 0,25 mM. Das Substrat für diesen Versuch ist nicht klar angegeben, 
vermutlich handelt es sich um psicosyliertes Lysozym mit einer Konzentration bezogen auf 
LysPsi von 0,25 bis 0,5 mM (Collard et al., 2003). Im direkten Vergleich zwischen 





























Abbildung 4-46: Abstand der C3-OH-Gruppe zur Aminogruppe in LysTag (α-Pyranose).  
Die Konfiguration am C5 wurde hier nicht untersucht. Szwergold und Beisswenger (2003) 
beobachteten jedoch, das mit L-Glucose glykiertes Hämoglobin nicht durch FN3K oder 
FN3K-RP deglykiert wird.  
Der Einfluss von C6 lässt sich am Beispiel von Psicose beobachten: Psicose und Ribulose 
unterscheiden sich sowohl strukturell als auch in der vorherrschenden anomeren Form (vgl. 
4.2.2) nur durch eine am Furanosering gebundene CH2OH-Gruppe. Diese Gruppe scheint die 
Bindung von Psicose-ARP ans aktive Zentrum der FN3K zu stören, was in der deutlich 
geringeren Hemmung durch Psicosederivate resultiert. Für rekombinante FN3K aus humanen 
Erythrocyten bestimmten Collard et al. einen KM-Wert von 160 µM für MorphoPsi (2,6 µM 
für MorphoRul); auch dort wurde das Ribulosederivat deutlich bevorzugt (Collard et al., 
2003).  
Bei HRP wird der Ring des Zuckers zwischen C1 und C5 geschlossen, die Aminogruppe ist 
am C2 relativ fixiert am Ring gebunden. Somit unterscheiden sich die Abstände zwischen der 
Aminofunktion und der OH-Gruppe an C3 oder auch anderen für eine Phosphorylierung in 
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Frage kommenden OH-Gruppen. Nicht überraschend zeigt LysGlc keinen Einfluss auf die 
FN3K-Aktivität; die Mischung aus LysGlc und LysMan hemmt nicht signifikant. Auch die 
Schiff’sche Base AnthraGlc mit einer von ARP abweichenden Geometrie inhibiert FN3K 
nicht; dies kann aber auch andere Gründe haben, die in den folgenden Abschnitten beleuchtet 
werden. 
Von den hier untersuchten Zuckerderivaten sind Fructose-ARP und Ribulose-ARP die 
bedeutenden Inhibitoren. Unter Berücksichtigung der Literaturdaten (Collard et al., 2003) 
sind sie neben Psicose-ARP als Substrate für FN3K einzuordnen.  
4.2.3.3 Spezifität bezüglich Maillard-Produkten ohne Zuckerkomponente 
Die MRP Pyrralin und 3DG-H entstehen aus 3-DG (vgl. 2.4.2), einem Reaktionsprodukt der 
FN3K. Pyrralin kann sogar direkt im Anschluss an den Zerfall von Fructoselysin-3-phosphat 
zu Lysin und 3-DG gebildet werden, wenn die Reaktionspartner noch in räumlicher Nähe und 
nicht protoniert oder hydratisiert sind. Beide besitzen Hydroxylgruppen in der unmittelbaren 
Nähe der sekundären oder tertiären Aminogruppe des Lysins oder Arginins und ähneln damit 
MorphoFru und den in Abschnitt 4.2.3.6 beschriebenen FN3K-Inhibitoren. Deshalb sollte 
geprüft werden, ob diese intrazellulär vorkommenden MRP auch von FN3K erkannt werden. 
Wie in Abbildung 4-47 dargestellt ist, hemmen beide Substanzen die Phosphorylierung von 
HipLysFru jedoch nicht signifikant. In Pyrralin entspricht die OH-Gruppe des Pyrrols sterisch 
eher der anomeren OH-Gruppe am C2 in MorphoFru. 3DG-H besitzt mit der in ein mesomeres 
System eingebauten Guanidinogruppe eine offensichtlich zu polare Gruppe, um ungehindert 
an das aktive Zentrum binden zu können. Wie unter 4.2.3.5 gezeigt, können z.B. negativ 

























































Abbildung 4-47: Hemmung der FN3K durch 3DG-H und Pyrralin 
(0,5 mM neben 0,5 mM HipLysFru) 
4 Ergebnisse und Diskussion 207 
4.2.3.4 Spezifität bezüglich der Substitution der Aminogruppe 
Da mit MorphoFru und LysFru zwei Substrate mit unterschiedlicher Substitution der Amino-
gruppe Verwendung finden (Delpierre et al., 2000a; Tsai et al., 2006) und MorphoFru in 
Vorversuchen weniger als LysFru hemmte, sollte die Substitution der Aminogruppe systema-
tisch untersucht werden. Dafür wurden einfache alicyclische Amine, mit primärer oder 
sekundärer Aminogruppe, und Lysin als aliphatisches primäres Amin getestet. Die zweite 
Reihe mit einer anderen Zuckerart sollte die Ergebnisse bestätigen.  
Mit dem aromatischen Amin p-Toluidin sollte auch geprüft werden, ob es prinzipiell möglich 
ist, einen photometrischen Aktivitätstest für FN3K zu entwickeln. Damit sich die Absorption 
des Substrates durch die Einwirkung des Enzyms ändert, sollte die enzymatisch freigesetzte 
Aminogruppe ähnlich wie die Hydroxylgruppe in Nitrophenylglycosiden direkt am aromati-
schen Ring gebunden sein. Für diesen Versuch musste auf absoluten Ethanol statt Puffer als 
Lösungsmittel für den Inhibitor zurückgegriffen werden. Dies zeigte im Blindversuch jedoch 





































Abbildung 4-48: Hemmung der FN3K durch ARP mit verschiedenartigen Aminogruppen.  
Konzentration HipLysFru und Inhibitor je 0,50 mM, Mittelwerte aus 3.7.4.1 und SD (n = 2, n = 4 für 
Lys), ToluidRul wurde nicht untersucht.  
Das aromatische ARP ToluidFru hemmt FN3K nicht signifikant (Abbildung 4-48). So wurden 
keine weiteren aromatischen ARP als potentielle photometrisch detektierbare Substrate 
untersucht. 
Die aus Abbildung 4-48 ersichtliche große Streuung ist zumindest bei den Cyclohexylamino-
ARP und PipdinRul vermutlich auf relativ unsaubere und etwas inhomogene Präparate (vgl. 
3.3.5) zurückzuführen. Dennoch eindeutig wird im Vergleich zwischen Cyclohexylamino-
ARP und Piperidino-ARP die tertiäre Aminogruppe gegenüber der sekundären bevorzugt 
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gebunden, wenn sich ein alicyclischer Rest anschließt. Im Vergleich zwischen dem aliphati-
schen LysFru und PipdinFru zeigt sich dieselbe Abstufung. Zwischen LysRul und PipdinRul 
besteht jedoch kein signifikanter Unterschied in der Hemmung. Diese Diskrepanz wurde im 
Rahmen der Arbeit nicht weiter untersucht. Bevor auf eine andere Orientierung der Ribulose-
ARP in der Bindungstasche, oder gar auf eine andere Bindungsstelle geschlossen werden 
kann, ist eine Absicherung mit stärker gereinigtem PipdinRul und v.a. kinetischen Untersu-
chungen nötig.  
4.2.3.5 Spezifität bezüglich α-ständiger Carboxylgruppen 
Fructosamin-6-kinasen unterschiedlicher Herkunft unterscheiden sich bezüglich ihrer Tole-
ranz von α-ständigen Carboxylgruppen im Substrat und damit grundsätzlich in der Akzeptanz 
von N-terminal glykierten Aminosäuren (Wiame et al., 2004). FN3K besitzt nur geringe 
Affinität zu Fructosylvalin und Fructosylglycin (Delpierre et al., 2000a; Szwergold et al., 
2001). Vor allem im Hinblick auf solche Untersuchungen mit der FN3K-RP wurde die 
Spezifität von FN3K gegenüber Alanin-ARP und Prolin-ARP untersucht. ProlinFru wird 
darüber hinaus als Immunstimulans beschrieben (Tarnawski et al., 2007), scheint also neben 
der spontanen Glykierung im Zuge der Maillard-Reaktion noch andere physiologische 
Bedeutung zu haben. Das entsprechende Amin ohne Carboxylgruppe ist in diesem Falle 
Pyrrolidin. In dieser Serie wurden alle Fructosederivate und die Ribulosederivate von Lysin 






































Abbildung 4-49: Hemmung der FN3K durch ARP mit α-ständigen Carboxylgruppen. 
Konzentration HipLysFru und Inhibitor je 0,50 mM, Mittelwerte aus 3.7.4.1 und SD (n = 2, n = 4 für 
Ala und Lys).  
AlaFru hemmt FN3K schwächer als LysFru, wenn auch hier der Unterschied weniger deutlich 
wird als beim Vergleich der KM-Werte von 1 mM für Fructosylglycin und 13 µM für LysFru 
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(Delpierre et al., 2000a). Die fixe Positionierung der Carboxylgruppe in ProlinFru oder 
ProlinRul scheint gegenüber AlaFru noch zu einer deutlichen Verschlechterung der Bindung 
an FN3K zu führen. Beide Prolinderivate hemmen nicht signifikant. Dass dies nicht durch die 
cyclische tertiäre Struktur verursacht wird, zeigt die starke Hemmung von FN3K durch 
PyrrolFru. Die mögliche physiologische Bedeutung von ProlinFru hängt somit nicht mit der 
FN3K zusammen. 
Auch in AnthraGlc (vgl. 4.2.3.2) ist eine Carboxylgruppe nahe der Aminogruppe fest positio-
niert. Das könnte ein weiterer Grund für die fehlende Bindung dieser Substanz durch FN3K 
sein.  
4.2.3.6 Spezifität bezüglich der Aminokomponente 
Da sich PipdinFru im Gegensatz zu MorphoFru in den bisher beschriebenen Versuchen als 
starker Inhibitor hervorgehoben hat (vgl. 4.2.3.4 und 4.2.3.2), wurde näher untersucht, 
welchen Einfluss die Zusammensetzung des cyclischen Amins auf die Bindung an FN3K 
ausübt. Von einer zusätzlichen Aminogruppe (Piperazin) wurde in Analogie zu Fructosesper-
midin (vgl. Tabelle 2-5) eine noch stärkere Hemmung als von PipdinFru erwartet, vom 
Austausch des Morpholino-Sauerstoffs gegen den weniger elektronegativen Schwefel 
(Thiomorpholin) eine etwas stärkere Hemmung als von MorphoFru. Die Versuche mit an 
dieser Position methylierten oder entsprechenden pentacyclischen Derivaten sollten die 
Ergebnisse differenzieren. Die Unterschiede in der Wirkung der Inhibitoren auf FN3K, in 











































Abbildung 4-50: Hemmung der FN3K durch ARP verschiedener Amine.  
Konzentration HipLysFru und Inhibitor je 0,50 mM, Mittelwerte aus 3.7.4.1 und SD (n = 2). 
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Zunächst soll der Einfluss des der Aminogruppe gegenüberstehenden Atoms im hexacycli-
schen Amin betrachtet werden: PipdinFru ohne Substitution hemmt am stärksten. ThiomoFru 
ist dem MorphoFru trotz der unterschiedlichen Elektronegativität und Polarisierbarkeit 
ähnlich. PiprazFru hemmt durch die zusätzliche Aminogruppe, welche im physiologischen 
Milieu protoniert und geladen ist, nicht stärker, sondern deutlich weniger. So kann eine Reihe 
mit abnehmender Affinität  
C >> O, S >> NH+ für Fructose-ARP 
aufgestellt werden, in der gleichzeitig die Polarität steigt.  
Hingegen sind unter den Ribulose-ARP durch die großen Streuungen kaum signifikante 
Unterschiede zu beobachten. Nur die positiv geladene PiprazRul hemmt wie PiprazFru am 
wenigsten. Der scheinbare Widerspruch zu den Ergebnissen von Szwergold et al. (2001), nach 
denen mehrfach positiv geladene Amine bevorzugt gebunden werden, lässt sich unter Beach-
tung von sterischen Ansprüchen lösen: Im cyclischen Amin ist die positive Ladung fixiert und 
möglicherweise an einer ungünstigen Stelle, während sich die aliphatischen Polyamine der 
Ladungsverteilung im aktiven Zentrum des Enzyms räumlich anpassen können. Zudem wurde 
nicht angegeben, ob die Polyamine mehrfach fructosyliert waren (Szwergold et al., 2001). 
Auch das könnte ihren niedrigen KM-Wert erklären. 
Die Methylierung der zusätzlichen Aminogruppe, hier nur für das Fructosederivat MePipraz-
Fru analysiert, führt im Vergleich zu PiprazFru zu einer erleichterten Bindung der Substanz 
an das Enzym, die sich in einer schwachen Hemmung ausdrückt. Die Methylierung des 
ohnehin starken Inhibitors PipdinFru an derselben Position (PipcolFru) führt sogar noch zu 
einer Steigerung der Affinität. Da gleichzeitig die Hemmung mit Verlust einer Methylengrup-
pe (PyrrolFru) leicht sinkt, scheint es eine direkte Korrelation der Hydrophobität des Amins 
und der Hemmung der FN3K durch das entsprechende Fructose-ARP zu geben.  
Die Hydrophobität kann mit dem Verteilungskoeffizienten zwischen Octanol und Wasser, 
log P(o/w), ausgedrückt werden. Deshalb ist in Abbildung 4-51 die Hemmung des Inhibitors 
gegen FN3K über den mit Chemdraw® Ultra berechneten log P(o/w)-Werten des freien 
Amins aufgetragen. Auch Lysin unterliegt dieser Regelmäßigkeit, so dass die höhere Affinität 
der FN3K zum hydrophoberen Hippuryllysin (im Diagramm mit theoretischen 50 % Inhibie-
rung eingezeichnet) leicht erklärt werden kann. Lediglich die niedrige Hemmung des hydro-
phoben CyclamFru ist mit diesem Modell nicht erklärbar, weshalb der Punkt von Cyclam 
nicht in die Berechnung der linearen Funktion einbezogen wurde.  
4 Ergebnisse und Diskussion 211 








-3,0 -2,0 -1,0 0,0 1,0 2,0












































Abbildung 4-51: Log P(o/w)-Werte der Amine und FN3K-Hemmung ihrer Fructose-ARP. 
Ein weiterer Einflussfaktor ist möglicherweise die Ausbildung von Wasserstoffbrücken-
bindungen speziell zwischen dem Sauerstoff- oder Schwefelatom des (Thio-)Morpholins und 
der C2- und C3-Hydroxylgruppe der Fructose oder der C4- und C5-Hydroxylgruppe, letzteres 
nur in der β-pyranoiden Form (vgl. Abbildung 4-52). Dadurch dürfte das Molekül insgesamt 
starrer und insbesondere die Bindung der C3-OH-Gruppe an das aktive Zentrum des Enzyms 
erschwert sein, so dass die Hemmung geringer ist, als die Hydrophobität vorhersagt. Die 
Punkte für MorphoFru, ThiomoFru und auch ThiazoFru liegen dementsprechend unter der 
Ausgleichsgeraden in Abbildung 4-51. Gleiches kann für PiprazFru mit einem Was-
serstoffbrückendonor und einem -akzeptor postuliert werden. MePiprazFru kann hingegen nur 
eine Wasserstoffbrückenbindung ausbilden und hemmt wiederum stärker als die Hydro-






















Abbildung 4-52: Mögliche Wasserstoffbrückenbindungen in MorphoFru 
ThiazoFru hemmt etwas schwächer als ThiomoFru, ThiazoRul deutlich schwächer als 
ThiomoRul. Dies kann vermutlich wie bei PyrrolFru im Vergleich zu PipdinFru auf die 
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geringere Hydrophobität zurückgeführt werden, oder aber auf die im Vergleich zu den 
Thiomo-ARP noch geringere Flexibilität.  
Eine Ausbildung von zwei Wasserstoffbrückenbindungen des Morpholino-Sauerstoffatoms 
mit zwei Hydroxylgruppen des Zuckers ist auch bei Furanosen sterisch möglich, mit der C2- 
und C3-OH-Gruppe der β-Furanose, oder der C3- und C4-OH-Gruppe der α-Furanose. Da 
Ribulose- und Psicosederivate jedoch flexibler in ihrer anomeren Form sind, wie die NMR-
Untersuchungen von MorphoRul, LysRul und LysPsi gezeigt haben (vgl. 3.3.5.29), und die 
Wasserstoffbrückenbindungen deshalb anscheinend keinen großen Energiegewinn mit sich 
bringen, ist die Hemmung der S-, O- und N-haltigen Ribulose-ARP annähernd gleich der 
Hemmung des PipdinRul. Der Einfluss der Hydrophobität auf die Hemmung der Ribulose-
ARP konnte nicht in der ausführlichen Art wie für Fructose-ARP untersucht werden, weil die 
Präparate PyrrolRul und PipcolRul fehlten. Aus den vorhandenen Daten ergibt sich kein 
linearer Zusammenhang zwischen Hydrophobität und Hemmung.  
Nicht alle Inhibitoren konnten ohne Interferenzen im Enzymassay eingesetzt werden. Thia-
zoFru beispielsweise zeigte im HPLC-System 3.7.1.4. einen Störpeak an der Stelle des zur 
Quantifizierung verwendeten Produktes, da es als schwefelhaltiges Molekül bei 230 nm 
detektierbar ist. ThiazoRul dagegen eluierte etwas später und störte nicht. Die Auswertung 
war dennoch möglich, indem ThiazoFru unter denselben Bedingungen ohne Substrat inkubiert 
und die Peakfläche aus dieser Inkubation von der mit Substrat abgezogen wurde. Die anderen 
Präparate zeigten keine oder nur minimale Signale im Bereich des Produktpeaks, welche in 
derselben Weise berücksichtigt wurden. Eine Verschiebung der Retentionszeit oder Peakflä-
chen der als Inhibitoren untersuchten Substanzen durch die Inkubation mit Erythrocytenlysat, 
die zum Beispiel eine Phosphorylierung dieser Substanzen angezeigt hätte, konnte in keinem 
Fall beobachtet werden.  
4.2.3.7 Kinetik der Hemmung von PipdinFru 
PipdinFru erwies sich als starker FN3K-Inhibitor und war anders als PipcolFru in großer 
Menge rein verfügbar. Deshalb wurde der Einfluss von PipdinFru auf die Kinetik der FN3K-
Reaktion mit HipLysFru näher untersucht und mit der von bekannten Inhibitoren und Substra-
ten verglichen. Die IC50-Kurve, bei der das Substrat HipLysFru in Sättigung vorliegt und der 
Umsatz nach 120 min in Abhängigkeit von der Inhibitorkonzentration untersucht wurde 
(Durchführung vgl. 3.7.4.2), charakterisiert die Affinität des Inhibitors zum Enzym bei hohen 
Substratkonzentrationen. Mit der Bestimmung von KM und Vmax mit variierenden, niedrigen 
Substratkonzentrationen in An- und Abwesenheit des Inhibitors konstanter Konzentration 
(Durchführung vgl. 3.7.4.3) konnte der Hemmtyp und die spezifische Inhibitorkonstante Kic 
ermittelt werden. Im Falle, dass der Inhibitor ein konkurrierendes Substrat ist – was hier 
angenommen wird, aber für keine Substanz experimentell untersucht wurde – entspricht der 
Kic-Wert auch dem KM-Wert des „Inhibitors“ (Cornish-Bowden, 2004).  
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PipdinFru, IC50 = (0,17 ± 0,03) mM 
LysFru, IC50 = (1,62 ± 0,04) mM
MorphoFru,IC50 = (2,40 ± 0,97) mM
 
Abbildung 4-53: IC50-Kurven von FN3K mit den Inhibitoren PipdinFru, LysFru und MorphoFru. 
Neben 0,48 mM HipLysFru (3.7.4.2). Als Graphen eingezeichnet sind die mit Origin® ermittelten 
logistischen Funktionen der Daten. Angegebene IC50-Werte sind Mittelwerte aus mehreren Kurven, 
mit SD, n = 3 (n = 2 für LysFru). 
Die in Abbildung 4-53 dargestellten IC50-Kurven zeigen, dass PipdinFru etwa dreimal stärker 
an das aktive Zentrum gebunden wird als HipLysFru, während das freie LysFru und 
MorphoFru nur ein Drittel bis ein Fünftel der Affinität zeigen. Das bestätigt die beobachteten 
Hemmungen bei äquimolarer Inkubation: PipdinFru ist ein starker Inhibitor der Phosphorylie-
rung von niedermolekularen Substraten wie LysFru oder HipLysFru. Die Phosphorylierung 
von proteingebundenem LysFru sollte durch PipdinFru mittelstark gehemmt werden. Die 
Affinität beider Substrate scheint etwa gleich groß, vergleicht man die Inhibierung des 
proteingebundenen LysFru mit 0,6 mM von 78 % (Abbildung 4-43) mit dem IC75-Wert von 
PipdinFru, der aus den IC50-Kurven zu 0,6 mM berechnet wurde.  
Der Kic-Wert wurde von PipdinFru und MorphoFru jeweils in Konzentrationen des unteren 
Bereiches der IC50-Kurve bestimmt (Durchführung 3.7.4.3). Für die Bestimmung der kineti-
schen Daten sollte die Substratkonzentration zwischen 0,1·KM und 10·KM variiert werden. 
Aufgrund der erwarteten höheren KM-Werte mit Inhibitor wurde dort die Substratkonzentrati-
on entsprechend erhöht. Dies und die insgesamt stark streuenden Werte hatten jedoch zur 
Folge, dass Vmax mit Inhibitorzusatz scheinbar höher ist als ohne Inhibitorzusatz (Tabelle 4-9). 
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-  - 0,01 ... 0,5  28 ± 3 164 ± 5 - 
PipdinFru 47  0,07 ... 1,4 364 ± 92 212 ± 20 5,2 
MorphoFru 466  0,07 ... 1,4 185 ± 17 182 ± 6 94,1 
- - 0,01 ... 0,5  39 ± 4 160 ± 5  
PipdinFru 10  0,02 … 1,0  109 ± 13 182 ± 7 6,9 
PipdinFru 20 0,05 … 1,5  190 ± 40 189 ± 13 6,4 
* Die Streuung beruht auf der Güte der Kurvenanpassung mit Origin® (Quadratwurzel der Covarianz der 
Kurvenparameter) 
# Substrat in 7 Konzentrationsstufen im angegebenen Bereich 
Dennoch wird keine Aktivierung des Enzyms durch den Inhibitorzusatz angenommen, 
sondern aufgrund der höheren KM-Werte bei annähernd gleich bleibender Vmax eine vor allem 
kompetitive Hemmung. Kic berechnet sich für MorphoFru zu 94 µM, für PipdinFru zu 
(6,2 ± 0,9) µM. 
Für MorphoFru wurde bereits bewiesen, dass es von FN3K als Substrat phosphoryliert wird. 
Reine FN3K aus humanen Erythrocyten zeigt einen KM-Wert von 1 µM (pH 7,8, 5 mM ATP;  
Delpierre et al., 2000a); intakte Erythrocyten setzen extrazelluläres MorphoFru mit einem 
KM-Wert von 100 µM um. Der Ki-Wert neben Fructose als Substrat beträgt unter diesen 
Bedingungen gleichfalls 100 µM (Delpierre et al., 2000b). Die FN3K aus Niere wurde von 
MorphoFru mit einem Kic-Wert von 50 µM gehemmt (Kappler et al., 2001). Somit liegt der 
hier bestimmte Kic-Wert für MorphoFru im Erythrocytenlysat, d.h. ohne Membranbarriere, 
aber mit möglicherweise inhibierenden Zellbestandteilen, im Bereich der bisher veröffentlich-
ten Daten.  
PipdinFru wird aufgrund seiner Ähnlichkeit zu MorphoFru vermutlich ebenfalls als Substrat 
umgesetzt, so dass der Kic-Wert von 6,2 µM gleichfalls der KM-Wert sein dürfte. Analog zum 
IC50-Wert ist dieser niedriger als von LysFru (13,2 µM für gereinigte FN3K (Delpierre et al., 
2000a)). PipdinFru wurde damit als einfach zu synthetisierendes, hoch-affines Substrat für 
FN3K identifiziert. Mit 5 mM PipdinFru wird FN3K in diesem Assay zu 95 % gehemmt. Da 
es vermutlich wie alle Fructose-ARP nicht durch FN3K-RP erkannt wird (Collard et al., 
2003), kann es als selektiver FN3K-Inhibitor neben FN3K-RP eingesetzt werden. Zu beachten 
ist dabei jedoch, dass MorphoRul gegenüber FN3K denselben IC50-Wert besitzt (vgl. 4.2.3.2) 
wie PipdinFru, d.h. PipdinFru neben Ribulose-Derivaten als Substraten nur noch mittelstark 
hemmt. Die Ergebnisse dieser Versuche werden in Abschnitt 4.2.6 dargestellt. 
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4.2.4 Substratspezifität von FN3K-RP 
Für FN3K-RP im Erythrocytenlysat existiert bislang kein Enzymtest, der nicht auch FN3K 
erfasst (vgl. 4.2.1.2). Das hier verwendete Substrat HipLysPsi wird von FN3K in wahrschein-
lich geringerem Maße als HipLysFru umgesetzt, da LysPsi deutlich weniger als LysFru 
inhibierte (Abbildung 4-44). Jedoch war zur Substratsättigung für den Aktivitätstest von 
FN3K plus FN3K-RP die 10-fache Konzentration an HipLysPsi für 1/3 der Lysatmenge in der 
halben Inkubationszeit verwendet worden, so dass sich die quantitativen Aussagen aus den 
Inhibitionsversuchen mit HipLysFru nicht auf die Versuche mit HipLysPsi übertragen lassen. 
Die beiden Enzyme weisen vermutlich unterschiedliche Substratspezifitäten auf und liegen in 
unterschiedlicher Konzentration vor, die zudem individuell schwankt (vgl. 4.2.6), was die 
Interpretation der folgenden Ergebnisse zusätzlich erschwert. Einzelwerte der folgenden 
Untersuchungen sind im Anhang A5 (Tabelle 0-5) aufgeführt. 
4.2.4.1 Hemmung des FN3K-Anteils durch Fructose-ARP 
Wird angenommen, dass Fructose-ARP ausschließlich von FN3K gebunden werden und die 
FN3K-RP-Aktivität nicht hemmen (Collard et al., 2003), so kann aus der Hemmung der 
starken FN3K-Inhibitoren mit Fructoserest, wie PipdinFru, zumindest auf den maximalen 
Anteil der FN3K-Aktivität am Umsatz von HipLysPsi geschlossen werden. Alle darüber 
hinausgehenden Effekte von anderen Substanzen sind wahrscheinlich auf die Hemmung der 
FN3K-RP zurückzuführen.  
Bei den drei starken FN3K-Inhibitoren in Abbildung 4-54 liegt die Hemmung neben 4,8 mM 
HipLysPsi bei 25 bis 35 %. Es wird davon ausgegangen, dass sie FN3K damit vollständig 
hemmen, weil das hier verwendete Substrat HipLysPsi als Psicose-ARP zu FN3K geringere 
Affinität haben sollte als HipLysFru (vgl. 4.2.3.2). Somit sollten die Hemmungen der Sub-
stanzen gegenüber HipLysPsi in äquimolarer Konzentration stärker sein als gegenüber 
HipLysFru, d.h. hier über 70 %. Eine IC50-Kurve von PipdinFru neben 5 mM HipLysPsi hätte 
diese Argumentation absichern können und vermutlich eine obere Asymptote von 40 % 
Hemmung oder weniger gezeigt. Ohne diesen Versuch soll hier mit einem „Sicherheitsab-
stand“ angenommen werden, dass Hemmungen über 50 % im Aktivitätstest mit HipLysPsi 
mindestens teilweise durch Bindung an FN3K-RP hervorgerufen wurden und für geringere 
Hemmungen keine sichere Unterscheidung zwischen FN3K und FN3K-RP als beteiligten 
Enzymen möglich ist. 























































Abbildung 4-54: Hemmung von FN3K oder FN3K plus FN3K-RP durch Fructose-ARP 
im Aktivitätstest mit HipLysFru (Substrat und Inhibitoren jeweils 0,50 mM) und im Test mit 
HipLysPsi (jeweils 4,8 mM). Durchführung nach 3.7.4.1. Mittelwerte und SD, n = 2 oder mehr.  
Auch die Substanzen, welche FN3K mit 0,5 mM HipLysFru wenig hemmten, zeigen mit 
4,8 mM HipLysPsi etwa 20 % Hemmung, wie beispielsweise an LysFru, ThiomoFru und 
selbst PiprazFru ersichtlich ist. Das unterstützt die Annahme eines Anteils von 25 bis 35 % 
FN3K an der gesamten Ketosaminkinaseaktivität, sonst wäre es ungewöhnlich, dass vorher so 
unterschiedliche Inhibitoren wie PipdinFru und MorphoFru nun identische Affinitäten zeigen.  
Ein Nebeneffekt dieses Vergleiches ist die nun mögliche Unterscheidung zwischen Substan-
zen, die wahrscheinlich nicht vom aktiven Zentrum der FN3K erkannt werden (wie ProlinFru 
und ToluidFru) und Substanzen, die erkannt werden, aber wesentliche geringere Affinität als 
HipLysFru aufweisen. Letzere, wie PiprazFru, zeigen hier signifikante Hemmungen.  
Schließlich fällt auf, dass die Streuung im Assay mit HipLysPsi deutlich größer ist als mit 
HipLysFru. Neben der stärkeren Verdünnung des Lysates für den Aktivitätstest mit 
HipLysPsi, wodurch die Menge an Enzym stärker fehlerbehaftet ist, werden individuelle 
Schwankungen des Verhältnisses zwischen FN3K-RP- und FN3K-Aktivität (vgl. 4.2.6) als 
Ursache vermutet, insbesondere, wenn die Hemmung mehr an FN3K als an FN3K-RP erfolgt. 
Obwohl Erythrocyten von verschiedenen Probanden jeweils als Pool verwendet wurden, ließ 
sich dieses Verhältnis nicht konstant halten.  
4.2.4.2 Spezifität bezüglich des Zuckers 
Dieselben Substanzen, welche in Abschnitt 4.2.3.2 auf ihre Hemmung der FN3K untersucht 
wurden, sind in Abbildung 4-55 mit der Hemmung des HipLysPsi-Umsatzes dargestellt. 

























Abbildung 4-55: Hemmung von FN3K plus FN3K-RP durch ARP verschiedener Zucker. 
Konzentration an HipLysPsi und Inhibitoren je 4,8 mM. Zum Vergleich ist die Hemmung des 
Umsatzes (FN3K) von 0,5 mM HipLysFru durch 0,5 mM Lysin-ARP aus Abbildung 4-44 in weißen 
Säulen dargestellt. Durchführung 3.7.4.1, Mittelwerte und SD, n = 2. 
Ribulose-ARP werden von FN3K-RP bevorzugt gebunden, wie die fast vollständige Hem-
mung durch den äquimolaren Zusatz an LysRul oder MorphoRul zeigt. Zudem scheinen die 
Psicosederivate auch FN3K-RP zu hemmen, da sie hier im Vergleich zur geringen FN3K-
Hemmung deutlich wirksamer sind. Beides entspricht der von Collard et al. beobachteten 
Substratspezifität der isolierten FN3K-RP: Die KM-Werte dieses Enzyms sind für MorphoRul 
3,5 µM, für MorphoPsi 160 µM und für LysPsi 270 µM; Vmax ist für MorphoRul mit 
16 mU/mg Enzym niedriger als für die Psicosederivate (40 mU/mg) (Collard et al., 2003).  
Die hier signifikante Hemmung von Lys3OMeFru ist vermutlich FN3K zuzuschreiben. Die 
Schiff’sche Base AnthraGlc hemmt weder FN3K noch FN3K-RP. 
Die Tagatose-ARP hemmen in diesem Assay signifikant. Wie in Abschnitt 4.2.3.2 angedeutet, 
ist dies vermutlich auf die Bindung an FN3K in nun deutlich größerer Inhibitorkonzentration 
neben einem schlechter bindenden Substrat als HipLysFru zurückzuführen. In bisherigen 
Untersuchungen wurde FN3K-RP durch MorphoTag nicht gehemmt, für FN3K sind 0,25 mM 
als IC50-Wert angegeben (Collard et al., 2003). Ob Tagatose-ARP ohne Sättigung der FN3K 
durch andere Substrate von diesem Enzym umgesetzt werden, sollte weiter untersucht 
werden, da sie unter bestimmten Bedingungen auch in vivo zu erwarten sind (vgl. 4.2.3.2). 
LysGlc zeigt in erhöhter Konzentration keine signifikante Hemmung, es wird daher wahr-
scheinlich weder von FN3K noch von FN3K-RP erkannt. Die Mischung aus LysGlc und 
LysMan hingegen hemmt den HipLysPsi-Umsatz. Da sie neben den genannten HRP keine 
weiteren Zucker-Lysin-Derivate enthält, dürfte diese Hemmung auf LysMan zurückzuführen 
sein. Hier kann jedoch nicht eingegrenzt werden, welches der beiden Enzyme LysMan im 
aktiven Zentrum binden kann. Unwahrscheinlich ist auch, dass die C3-OH-Gruppe als 
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potentielle Phosphorylierungsstelle erkannt wird, da sie bei HRP in direkter Nachbarschaft 
zur Aminogruppe steht. Die C4-OH-Gruppe könnte eine ähnliche Position relativ zur Ami-
nogruppe wie sonst C3-OH in Fructose-ARP einnehmen (Abbildung 4-56). Bisher sind jedoch 
keine Untersuchungen zur anomeren Form von LysMan in Lösung bekannt, die die räumliche 
Struktur bestätigen könnten. LysMan kommt wie LysGlc in vivo als Konsequenz der Glykie-


























Abbildung 4-56: Struktur von LysMan, LysFru und Meglumin. 
Rot markiert sind jeweils die Aminogruppe und die (eventuell) phosphorylierte Hydroxylgruppe. 
Dass nicht grundsätzlich die C3-OH-Gruppe Ziel der Phosphorylierung durch Ketosamin-3-
kinasen ist, wurde von Szwergold et al. (2007) beobachtet. Das 1-Methylamino-1-desoxy-D-
glucitol (Meglumin, Abbildung 4-56), ein Bestandteil von Röntgenkontrastmitteln, wurde 
durch rekombinante FN3K-RP und auch durch Erythrocytenlysat an der C4-OH-Gruppe 
phosphoryliert. In ähnlichen Versuchen wurde allerdings auch die Phosphorylierung von 
Fructosyllysin-6-phosphat zum 3,6-Bisphosphat durch FN3K-RP beobachtet (Szwergold, 
2007) – ein Ergebnis, was von anderen Arbeitsgruppen, die keinen Umsatz von 6-Phospho-
fructosaminen durch FN3K oder FN3K-RP feststellen konnten, angezweifelt wird (van 
Schaftingen et al., 2007).  
4.2.4.3 Spezifität bezüglich proteingebundener Substrate 
Die Affinität von FN3K-RP zu hochmolekularen Substraten sollte analog zu Abschnitt 4.2.3.1 
mit ribulosyliertem Casein untersucht werden. Dieses war in geringerem Maße modifiziert als 
das fructosylierte Casein: 16 % der Lysinreste sind blockiert, so dass von zwei Resten LysRul 
pro Molekül Casein ausgegangen wird. Natives Casein hemmt den Umsatz von HipLysPsi in 
der Proteinkonzentration von CaseinRul nicht (Abbildung 4-57). Die beobachtete 50-%ige 
Inhibierung durch CaseinRul ist demzufolge allein auf die Ribulosylierung der Lysinreste 
zurückzuführen, welche etwa zu 0,8 mM, d.h. zu einem Sechstel der HipLysPsi-Konzent-
ration vorlagen. Stärker verdünntes CaseinRul hemmt entsprechend weniger. Die Hemmung 
von freiem LysRul ist in vergleichbarer Konzentration etwa genauso stark wie die von 
proteingebundenem LysRul.  
Während FN3K eine höhere Affinität zu proteingebundenem LysFru als zu freiem LysFru 
zeigte, scheint die Molekülgröße bei FN3K-RP keinen Einfluss zu haben. Allerdings wurde 
nicht untersucht, wie ribulosyliertes Casein den Umsatz von HipLysFru durch FN3K hemmt. 
Daher kann nicht zugeordnet werden, ob der Unterschied im aktiven Zentrum von FN3K-RP 
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zu suchen ist, oder ob er durch die unterschiedlichen Modifizierungsgrade oder die unter-
































Abbildung 4-57: Hemmung von FN3K plus FN3K-RP durch freies und proteingebundenes LysRul. 
Konzentration HipLysPsi 4,8 mM, Inhibitor wie angegeben, *im CaseinRul bezogen auf LysRul-
Reste. Natives Casein in gleicher Proteinkonzentration wie CaseinRul. n = 1 oder Mittelwert und SD, 
n = 4. 
Mit Ribose oder Allose glykiertes Lysozym ist nicht nur Inhibitor, sondern auch Substrat für 
FN3K-RP, wobei freies LysPsi gegenüber proteingebundenem LysPsi einen IC50-Wert in 
etwa äquimolarer Konzentration zeigte (Collard et al., 2003). Der KM-Wert für freies LysPsi 
mit (270 ± 10) µM (Collard et al., 2003) ist etwas niedriger als der für lysozymgebundenes 
LysPsi mit (420 ± 81) µM, wobei 3 Mol LysPsi in einem Mol Lysozym gebunden waren 
(Payne et al., 2008). Allerdings unterschied sich der jeweils verwendete Enzymtest. Insge-
samt bestätigen diese Studien die gleiche Affinität von FN3K-RP zu hoch- und niedermoleku-
laren Substraten.  
4.2.4.4 Spezifität bezüglich der Art der Aminogruppe 
Die aliphatischen Amine Lysin, Cyclohexylamin und Piperidin wurden jeweils als Ribulose-
ARP untersucht. Die aromatischen Amine p-Toluidin und Anthranilsäure wurden nicht mit 
Ribose derivatisiert. In Abbildung 4-58 sind die Hemmungen mit 4,8 mM Ribulose-ARP sehr 
hoch. Um Unterschiede zwischen ihnen erkennen zu können, wurden auch 10-fach verdünnte 
Inhibitorlösungen getestet.  
Wie schon für FN3K festgestellt, werden sowohl sekundäre als auch tertiäre Aminogruppen 
von FN3K-RP akzeptiert. CyclamRul ist erneut der Inhibitor mit der geringsten Hemmung, 
während LysRul und PipdinRul gleich stark wirken. Daraus lässt sich wieder keine Tendenz 
bezüglich der Aminogruppe ableiten.  

































Abbildung 4-58: Hemmung von FN3K plus FN3K-RP durch ARP verschiedener Aminogruppen.  
Durchführung 3.7.4.1 mit 4,8 mM HipLysPsi. 1:1-Reihe mit 4,8 mM Inhibitor, Mittelwerte und SD, 
n = 2. 1:10 mit 0,48 mM Inhibitor (n = 1). Zum Vergleich ist in weißen Säulen die Hemmung von 
0,5 mM Inhibitor neben 0,5 mM HipLysFru aus Abbildung 4-48 angegeben.  
4.2.4.5 Spezifität bezüglich α-ständiger Carboxylgruppen 
ProlinRul ist das einzige Ribulosederivat mit α-ständiger Carboxylgruppe, welches untersucht 
werden konnte. Es zeigt wie ProlinFru keine Hemmung der FN3K oder FN3K-RP (Abbildung 
4-59). Die hemmende Wirkung von AlaFru hat sich gegenüber HipLysPsi fast verdoppelt, 
was vermutlich mit der geringeren Affinität der FN3K zu diesem Substrat und der damit 






































Abbildung 4-59: Hemmung von FN3K plus FN3K-RP durch ARP mit α-ständigen Carboxylgruppen.  
Mittelwerte aus 3.7.4.1.,SD (n = 2). Konzentration Substrat/Inhibitor 4,8 mM (vgl. Abbildung 4-49). 
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4.2.4.6 Spezifität bezüglich der Aminokomponente 
Nicht alle Amine aus 4.2.3.6 wurden auch als Ribulose-ARP synthetisiert. Verglichen mit 
dem Substrat HipLysPsi wirken alle untersuchten cyclischen Rul-ARP als starke Inhibitoren 
(Abbildung 4-60), so dass sie nicht nur von FN3K, sondern auch von FN3K-RP gebunden 
werden müssen. Auch in der Untersuchung von 1:10 verdünnten Inhibitorlösungen sind kaum 








































Abbildung 4-60: Hemmung von FN3K plus FN3K-RP durch verschiedene cyclische ARP. 
Mittelwerte nach 3.7.4.1 und SD (n = 2), außer bei 1:10 verdünnten Inhibitoren (n = 1). Konzentration 
HipLysPsi 4,8 mM, Inhibitor 4,8 mM (1:1) oder 0,48 mM (1:10). Zum Vergleich ist die Hemmung 
durch 0,5 mM Fru-ARP oder 0,5 mM Rul-ARP neben 0,5 mM HipLysFru aus Abbildung 4-50 
angegeben. 
PipdinRul ist für FN3K-RP ein ebenso starker Inhibitor wie PipdinFru für FN3K (PipdinRul 
hemmte FN3K nur zu etwa 50 %). Die zusätzliche Aminogruppe in PiprazRul mindert die 
Hemmung etwas, aber weniger stark als es bei PiprazFru und FN3K der Fall ist. MorphoRul 
und ThiomoRul sind erstaunlicherweise ebenso starke Inhibitoren wie PipdinRul. Die in 
Abschnitt 4.2.3.6 erläuterten Zusammenhänge zwischen der Hemmung von Fructose-ARP 
und der Hydrophobität des Amins, bzw. der Hemmung und den intramolekularen Wasser-
stoffbrückenbindungen scheinen bei Ribulose-ARP nicht zu gelten. Das deutete sich auch 
schon in der Hemmung des HipLysFru-Umsatzes an. Für die Spezifität der FN3K und FN3K-
RP bezüglich des paraständigen Atoms im Hexacyclus von Rul-ARP kann die Reihe  
C ≈ S ≈ O > NH+  
aufgestellt werden.  
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Als Pentazyklus zeigt ThiazoRul eine geringere Hemmung als ThiomoRul. Dieser schon bei 
FN3K beobachtete Effekt kann mit geringerer Hydrophobität oder geringerer Flexibilität 
begründet werden.  
Für MorphoRul, welches von den starken FN3K-RP-Inhibitoren in größter Menge und 
reinster Form verfügbar war, und für LysRul zum Vergleich wurden IC50-Kurven aufgenom-
men, die in Abbildung 4-61a dargestellt sind.  


































a: HipLysPsi b: HipLysFru
LysRul, IC50 = (84 ± 8) µM
MorphoRul,  IC50 = 47 µM
LysFru, IC50 = (1,62 ± 0,04) mM
MorphoFru: IC50 = (2,40 ± 0,97) mM  
Abbildung 4-61: IC50-Kurven von LysRul und MorphoRul an FN3K plus FN3K-RP. 
(a): LysRul und MorphoRul neben 4,8 mM HipLysPsi, (b): LysFru und MorphoFru neben 0,48 mM 
HipLysFru. Durchführung nach 3.7.4.2., Mittelwert mit SD.  
Der IC50-Wert von MorphoRul neben 4,8 mM HipLysPsi ist mit 47 µM (Einfachbestimmung) 
noch etwas niedriger als von LysRul mit (84 ± 8) µM (SD, n = 2). FN3K allein wird erst 
durch 170 µM MorphoRul neben 0,48 mM HipLysFru zu 50 % gehemmt (Abbildung 4-45), 
das heißt der niedrige IC50-Wert von MorphoRul neben HipLysPsi wird vermutlich vor allem 
durch die Hemmung von FN3K-RP bewirkt. Auffällig ist zudem, dass MorphoRul stärker 
hemmt als LysRul; MorphoFru (FN3K nur) jedoch schwächer als LysFru. Dies bestätigt den 
in Abschnitt 4.2.3.6 postulierten Einfluss der Wasserstoffbrückenbindungen zur Stabilisierung 
der Molekülstruktur von MorphoFru, weniger aber von MorphoRul. MorphoRul konnte so 
neben ThiomoRul und PipdinRul als starker Inhibitor von FN3K und insbesondere FN3K-RP 
identifiziert werden.  
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4.2.5 Diskussion der Substratspezifitäten 
Aus den Hemmungen verschiedener Substanzen ergibt sich ein Bild über die Anforderungen 
von FN3K und – etwas diffuser – von FN3K-RP an ein Substrat oder einen kompetitiv 
wirkenden Inhibitor. Generell ist die Substratspezifität für Enzyme ungewöhnlich breit. Dies 
geht einher mit der breiten Vielfalt an Substraten, die durch spontane Glykierung in der Zelle 
entstehen können. Allerdings gibt es bisher weder von humaner FN3K noch von humaner 
FN3K-RP eine Kristallstruktur, die das aktive Zentrum darstellt.  
4.2.5.1 Proteine als Substrate 
Sowohl ein Protein mit glykierter Lysinseitenkette als auch eine niedermolekulare Substanz 
kann Substrat sein, wobei FN3K zu proteingebundenen Substraten eine etwas größere 
Affinität zeigt (vgl. 4.2.3.1). Proteingebundene Substrate im aktiven Zentrum zu binden 
erfordert eine breite oder flache Bindungstasche. Wie die Untersuchung der Kristallstruktur 
eines bakteriellen FN3K-Homologen von Thermobifida fusca zeigte (Gemayel, 2008), besteht 
dieses Proteine aus zwei Domänen, die mit einer unstrukturierten Sequenz verbunden sind 
(Abbildung 4-62). Das aktive Zentrum, welches anhand der Bindungsstelle für das Cosubstrat 
ATP zugeordnet wurde, liegt zwischen diesen beiden Domänen und ist relativ flach. Die 
ATP-Bindungsstelle wurde zunächst durch einen Sequenzvergleich mit Aminoglycosidkinase 
identifiziert und später für humane FN3K-RP bestätigt (Payne et al., 2008). Zusätzlich ist bei 
FN3K und FN3K-RP der Wirbeltiere die unstrukturierte Verbindung zwischen beiden 
Domänen laut Sequenzvergleich etwa 20 Aminosäurereste länger, was eine größere Beweg-
lichkeit der Untereinheiten ermöglicht. Damit erscheint es logisch, dass die Wirbeltierenzyme 
proteingebundene Substrate leicht binden können, während bakterielle Enzyme niedermoleku-
lare Substrate bevorzugen (Gemayel, 2008). Nach Untersuchungen an Hämoglobin sind 
jedoch nicht alle für Glucose zugänglichen Lysinreste auch für FN3K zugänglich (Delpierre 
et al., 2004; Delpierre et al., 2006).  
4.2.5.2 Daten zum aktiven Zentrum der Ketosaminkinasen 
Aus Studien an bakteriellen FN3K-Homologen sind Aminosäurereste bekannt, die mögli-
cherweise eine Funktion im aktiven Zentrum haben. Diese sind am Beispiel der Struktur des 
FN3K-homologen Enzyms von Thermobifida fusca (PDB Nr. 3F7W) in Abbildung 4-62 
dargestellt, wobei sich die in Klammern angegebenen und alle folgenden Nummern der 
Aminosäurereste auf die Sequenz der humanen FN3K und FN3K-RP beziehen. Zwei der von 
Gemayel (2007, 2008) untersuchten FN3K-Homologen, das Protein von Escherichia coli und 
das von Salmonella typhimurium, besitzen trotz ähnlicher Proteinsequenz keine FN3K-
Aktivität. Bestimmte Aminosäuren, die in anderen FN3K und FN3K-Homologen konserviert 
sind, bei diesen beiden jedoch fehlen, können Aufschluss über das aktive Zentrum geben, 
wenn sie in der Kristallstruktur nahe genug an der ATP-Bindungsstelle liegen 
(LHGDLWxxN, 214 bis 222 in humanen Enzymen, C-terminale Domäne).  
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Das trifft insbesondere auf His288 und Tyr296 der humanen Enzyme zu, welche in den 
inaktiven bakteriellen Enzymen mit Arginin und Histidin ersetzt sind. In der Kristallstruktur 
des T.-fusca-Proteins liegen diese beiden Reste dicht beeinander und direkt gegenüber der γ-
Phosphatgruppe des gebundenen ATP (Gemayel, 2008), so dass sie wahrscheinlich an der 
Bindung des Substrates beteiligt sind. Ein weiterer in der C-terminalen Domäne konservierte, 
aber in den inaktiven bakteriellen Enzymen nicht vorhandener Rest ist Gly152 (ersetzt durch 
Serin). Asp163 ist in inaktiven Proteinen durch Arginin ersetzt, in T. fusca allerdings durch 
Threonin, außerdem ist es weiter entfernt von den anderen genannten Resten lokalisiert, 
weshalb es für die Enzymaktivität vermutlich nicht entscheidend ist. Gleiches gilt für Phe255 
(Gln in inaktiven Proteinen, Tyr in T. fusca, Gemayel, 2008). Der in allen FN3K-homologen 
Proteinen konservierte Rest Asp234 neben Pro235 ist vermutlich für die Deprotonierung der 
C3-OH-Gruppe verantwortlich (Payne et al., 2008). Phe292, ein ebenfalls konservierter Rest, 
liegt exponiert an der Öffnung der Bindungstasche und könnte beispielsweise für die Bevor-













Abbildung 4-62: Kristallstruktur des FN3K-homologen Enzyms von Thermobifida fusca. 
PDB Nr. 3F7W, Darstellung mit Accelrys® Discovery Studio Visualizer 2.5. Nummerierung der 
Aminosäuren von T. fusca, in Klammern von humanen FN3K und FN3K-RP. Die ATP-Bindungsstelle 
IHGDLWxxN 190 bis 198 (LHGDLWxxN 214 bis 222) ist rot markiert, andere konservierte Amino-
säurereste nahe dieser Bindungsstelle sind ebenfalls farbig hervorgehoben (Gemayel, 2008).  
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4.2.5.3 Bindung der Zuckerkomponente 
Der Zuckerrest des Substrates ist der Reaktionsort, er sollte damit essentiell für die Bindung 
an das aktive Zentrum sein. Ist die bei Ketosen oder Ketosaminen zu phosphorylierende C3-
OH-Gruppe mit einer Methylgruppe blockiert, wie in 3-O-Methylfructose-Derivaten, so wird 
die Affinität der FN3K zum Inhibitor stark gemindert, jedoch nicht völlig vernichtet (vgl. 
4.2.4.2). Das weist auf die Bindung anderer funktioneller Gruppen des Substrates/Inhibitors 
hin. Die Konfiguration der Hydroxylgruppen bestimmt die Affinität in großem Maße. Für 
FN3K ist dabei eine größere Bandbreite als Substrat akzeptabel als für FN3K-RP. Letztere, so 
scheint es auf den ersten Blick, bindet nur Zucker mit D-Konfiguration an allen C-Atomen 
(4.2.4.2), d.h. Ribulose- und Psicose-Derivate. FN3K zeigt darüber hinaus zu Fructose- 
(L-konfiguriert an C3) und in geringem Maße auch zu Tagatosederivaten (L-konfiguriert an C3 
und C4) Affinität (vgl. 4.2.3.2 und 4.2.4.2).  
Allerdings gibt es Hinweise, dass FN3K-RP auch durch Morpholinoxylulose gehemmt wird, 
wobei neben dem als hoch beurteilten IC50 von 0,35 mM nicht angegeben ist, unter welchen 
Bedingungen dieser bestimmt wurde. Aus dem Kontext der Studie kann als Substrat 0,25 oder 
0,5 mM LysPsi, gebunden an Lysozym vermutet werden (Collard et al., 2003). Damit würde 
Morpholinoxylulose eine ähnliche Affinität wie Psicose-Derivate zu FN3K-RP zeigen, 
verallgemeinert würde dann FN3K-RP nur Furanose-Zucker binden, während FN3K auch 
Pyranosen bindet. Dies müsste durch detailliertere Untersuchungen an Xylulosaminen 
bestätigt werden.  
Die Spezifität zu C5-Epimeren (L-Zuckern) wurde in dieser Arbeit nicht untersucht, laut 
früheren Studien werden sie von FN3K oder FN3K-RP nicht phosphoryliert (Szwergold und 
Beisswenger, 2003).  
Heyns-Produkte, die als Aldosen zwischen C1 und C5 cyclisieren, wurden nur exemplarisch 
untersucht. LysMan zeigte eine geringe Affinität zu FN3K oder FN3K-RP, während das C2-
Epimer LysGlc nicht signifikant hemmte. So scheint auch bei dieser anderen Zuckerstruktur 
die Konfiguration entscheidend zu sein.  
Da FN3K und FN3K-RP offensichtlich nicht auf Ketosamine als Liganden beschränkt sind, 
stellt sich die Frage, wie sie sich gegenüber Glycosylierungen auf Proteinoberflächen verhal-
ten. Deshalb wurde Glucosylserin als einfaches Beispiel für eine solche enzymatisch gebildete 
Proteinmodifizierung untersucht. Neben 5 mM HipLysPsi zeigten 5 oder 10 mM Glucosyl-
serin eine geringe Hemmung der Enzymreaktion von 8 und 10 % (Qian, 2010). Die kleine 
Ausbeute aus der Synthese ließ eine Absicherung der Ergebnisse nicht zu, weshalb diese 
Substanz in zukünftigen Studien an FN3K plus FN3K-RP weiter untersucht werden sollte.   
4.2.5.4 Bindung der Aminokomponente 
Ein wichtiges, in dieser Arbeit nicht geprüftes Merkmal von Ketosaminen ist eine Ami-
nogruppe. Sie ist nicht essentiell für die Phosphorylierung der C3-OH-Gruppe, wie am 
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Beispiel des in verschiedenen Geweben nachweisbaren Fructose-3-phosphates ersichtlich 
(Petersen et al., 1990; Szwergold et al., 1990; Lal et al., 1993). Fructose spielt als Substrat für 
FN3K jedoch nur bei pathologisch hohen Fructosekonzentrationen eine Rolle, wie der KM-
Wert von 30 mM für Fructose (Petersen et al., 1992) gegenüber den KM-Werten von wenigen 
Mikromol für Fructosamine (Delpierre et al., 2000a) vermuten lässt. Die Aminogruppe, 
welche unter physiologischem pH-Wert in der Regel aufgrund ihres pKa-Wertes von ca. 8 bis 
9 protoniert ist (Mossine et al., 1994), bildet vermutlich mit einem negativ geladenen Rest 
eine ionische Bindung aus. Aromatische Aminogruppen sind bei pH 7,5 kaum protoniert, so 
dass die fehlende Wechselwirkung mit einer negativen Gruppe im aktiven Zentrum bereits 
erklären kann, warum das aromatische ToluidFru in Konzentrationen bis 5 mM weder FN3K 
noch FN3K-RP hemmte.  
Damit wird auch verständlich, dass der Aminogruppe benachbarte Carboxylgruppen sich 
störend auf die Bindung auswirken, weil sie vermutlich von Carboxylatgruppen des Proteins 
elektrostatisch abgestoßen werden. In den starren cyclischen Prolinderivaten war dieser Effekt 
besonders ausgeprägt, sie wurden von keinem der Enzyme erkannt. Das etwas flexiblere 
AlaFru hingegen zeigte in hohen Konzentrationen eine geringe Hemmung der Enzymreaktion, 
wird also mit geringer Affinität von FN3K gebunden. Der KM-Wert von vergleichbarem 
Fructosylglycin ist zehnmal höher als der von LysFru (Szwergold et al., 2001). 
Förderlich auf die Bindung ans aktive Zentrum von FN3K und FN3K-RP wirken hydrophobe 
Substituenten an der Aminogruppe. Dies wurde am Beispiel der cyclischen Amine deutlich, 
deren Hydrophobität mit der Affinität der entsprechenden Fructose-ARP zu FN3K korrelierte 
(vgl. Abbildung 4-51). Aber auch der weiter von der Aminogruppe entfernt gelegene hydro-
phobe, aromatische Rest der verwendeten Substrate HipLysFru und HipLysPsi trägt mögli-
cherweise zu der gegenüber LysFru oder LysPsi bevorzugten Bindung bei. Dies zeigte sich an 
der Hemmung von äquimolaren Konzentrationen an LysFru oder LysPsi, welche jeweils 
kleiner als 50 % war.  
Aufgrund seiner Hydrophobität könnte auch fructosyliertes Phosphatidylethanolamin in 
Zellmembranen ein Substrat für FN3K darstellen. Die Glykierung von biologischen Membra-
nen fördert die oxidative Schädigung der Fettsäuren (Breitling-Utzmann et al., 2001) und 
führt somit zur Instabilität der Membran, weshalb eine Deglykierung vorteilhaft für die Zelle 
sein sollte. Fructosylethanolamin ist tatsächlich ein Substrat für FN3K (Delpierre, 2002), 
möglicherweise deglykiert dieses Enzym die cytosolische Seite der Membranen auch in vivo. 
Bisherige Studien postulierten, dass zusätzliche positive Ladungen in Form von Aminogrup-
pen die Affinität der FN3K zum Substrat stark erhöhen (Szwergold et al., 2001; Tsai et al., 
2006). Zumindest für Piperazin-ARP konnte dies nicht bestätigt werden. Wahrscheinlich ist 
die festgelegte Position der positiven Ladung in Pipraz-ARP ungünstig für die Bindung im 
aktiven Zentrum, während sich aliphatische Polyamine flexibel in ihrer Struktur anpassen 
können und so Zugang zu weiteren negativen Gruppen im Enzym finden.  
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Speziell bei MorphoFru, ThiomoFru und ThiazoFru werden Wasserstoffbrückenbindungen 
zwischen dem Sauerstoff- oder Schwefelatom der Aminokomponente und zwei Hydro-
xylgruppen der Fructoseeinheit vermutet (vgl. 4.2.3.6). Diese erschwerten anscheinend die 
Bindung an das aktive Zentrum im Vergleich zu PipdinFru, weil sie die Konformation der 
Fructose fixieren und die C3-OH-Gruppe blockieren. Zwischen den entsprechenden Ribulose-
ARP und PipdinRul war hingegen kein Unterschied in der Affinität zu FN3K und zu FN3K-
RP zu beobachten.  
4.2.5.5 Design von Inhibitoren 
Ein selektiv und kompetitiv wirksamer Inhibitor für FN3K sollte nach diesen Erkenntnissen 
ein aliphatisches oder alicyclisches Fructosamin ohne weitere funktionelle Gruppen sein. 
Bereits mit relativ geringen Mengen wird eine starke Hemmung erreicht, so dass auch die 
wahrscheinliche Phosphorylierung dieses Inhibitors bei ATP-Sättigung nicht nachteilig sein 
sollte. Mit entsprechenden Ribulosederivaten werden noch stärker FN3K und FN3K-RP 
gleichzeitig gehemmt. Hier ist jedoch der schnellere Zerfall der phosphorylierten Inhibitoren 
zu 3-Desoxypentosulose, einer reaktiven 1,2-Dicarbonylverbindung (Collard et al., 2004), 
unter Umständen für Nebenreaktionen zu berücksichtigen. Psicosederivate wiederum hemmen 
nur mittelstark bis schwach, so dass sie in hohen Konzentrationen eingesetzt werden müssten.  
Für eine pharmazeutische Verwendung von FN3K-Inhibitoren ist eine geringe Reaktivität bei 
gleichzeitig starker Wirkung anzustreben. Die geringe Reaktivität haben Tsai et al. (2006) in 
den Vordergrund gestellt, indem sie die Ketogruppe der ARP reduzierten und die OH-Gruppe, 
welche nach Phosphorylierung eliminiert werden könnte, methylierten. Die dabei erzeugten 
Inhibitoren (vgl. Abbildung 2-14) sind mit IC50-Werten von 1 bis 6 mM neben 0,5 mM 
LysFru relativ schwach, was vermutlich vor allem an der linearen Form des Zuckeralkohols 
(Collard, 2004; Gemayel et al., 2007) und der blockierten 3-Hydroxylgruppe liegt. Hier sind 
andere Wege nötig, um die Reaktivität des Inhibitors zu unterdrücken, aber die wichtigen 
Ligandenfunktionen wie C3-OH im Penta- oder Hexacyclus zu erhalten. Denkbar wären z.B. 
Inositol-Derivate, die mit den in dieser Arbeit identifizierten Aminen gekoppelt werden 
könnten und nach Phosphorylierung nicht zerfallen.  
Eine weitere Voraussetzung für Anwendungen in vivo ist die kleine Molekülgröße des 
Inhibitors, so dass er Zellmembranen auf dem Weg zu intrazellulären Enzymen passieren 
kann (Brown und Kappler, 2007). MorphoFru kann aufgrund seiner Hydrophobität bereits die 
Erythrocytenmembran durchdringen (Delpierre et al., 2000b), so dass dies wahrscheinlich 
auch für das hydrophobere PipdinFru zutrifft. Beide sind dennoch gut wasserlöslich – eine 
dritte Voraussetzung für potentielle in-vivo-Anwendungen. Die natürlich auch relevante 
Toxizität und Stabilität in vivo wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht evaluiert. 
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4.2.6 Individuelle Aktivitäten von FN3K und FN3K-RP 
FN3K wird einerseits als Reparaturenzym für Glykierungsschäden, andererseits aufgrund des 
durch sie erzeugten 3-DGs als Risikofaktor für die Entwicklung diabetischer Folgeerkrankun-
gen diskutiert (Kappler et al., 2001; Kusunoki et al., 2003; Szwergold und Beisswenger, 
2003). In Studien von Krause et al. (2006) und Delpierre et al. (2006) zeigte sich eine 
Variabilität der FN3K-Aktivität in Erythrocyten verschiedener Probanden, die zu einem indi-
viduellen Risiko für mit Glykierung verbundene Erkrankungen beitragen könnte. Nicht 
berücksichtigt wurde bisher der Einfluss von FN3K-RP, da bisher in keiner Studie an mehre-
ren Probanden die Höhe der FN3K-RP-Aktivität ermittelt wurde. FN3K-RP dürfte keinen 
Einfluss auf den 3-DG-Spiegel nehmen, da sie Fructosamine nicht deglykiert und Psicosami-
ne in vivo bisher nicht beobachtet wurden. Die 1,2-Dicarbonylverbindungen aus den Substra-
ten von FN3K-RP sind jedoch nicht weniger reaktiv. Unter oxidativem Stress, bei dem der 
Flux durch den Pentosephosphat-Weg zur Regenerierung von NADPH erhöht sein kann, 
könnte auch die Rate der Glykierung durch Ribose-5-phosphat steigen. Die individuelle Höhe 
der Aktivität von FN3K-RP könnte dann die Folgen dieser Glykierung beeinflussen. 
Aus diesem Grund wurde an einer Reihe von Probanden die Aktivität von FN3K plus FN3K-
RP bestimmt und versucht, unter Verwendung des FN3K-Inhibitors PipdinFru die Aktivität 
der FN3K-RP abzuschätzen. Die individuellen Enzymaktivitäten wurden schließlich in einer 
orientierenden Studie zwischen Gruppen von Probanden mit verschiedenen Erkrankungen, 
auf welche die Proteinglykierung einen Einfluss haben soll (vgl. 2.4.4), oder dem familiären 
Risiko für derartige Erkrankungen verglichen.  
4.2.6.1 Bestimmung der FN3K- und FN3K-RP-Aktivität mehrerer Probanden 
Für 103 Probanden (vgl. 3.6) wurde in Erythrocyten die Aktivität der HipLysFru-Konversion 
zum 3-Phosphat, angegeben als FN3K-Aktivität, und die Aktivität der HipLysPsi-Konversion 
zum entsprechenden 3-Phosphat, angegeben als Aktivität von FN3K plus FN3K-RP, be-
stimmt (Durchführung 3.7.1). In Abbildung 4-63 sind die Mittelwerte der individuellen 
Aktivitäten einzeln und miteinander korrelierend gezeigt. In Tabelle 4-10 sind die statisti-
schen Kennzahlen dieser Studien zusammengefasst.  
Die FN3K-Aktivität, d.h. die Aktivität gegenüber HipLysFru, ist bezogen auf den Hämoglo-
bin-Gehalt deutlich geringer als die Aktivität von FN3K plus FN3K-RP gegenüber 
HipLysPsi, das wird aus dem linken Teil der Abbildung 4-63 ersichtlich. Bereits Collard et 
al. (2004) beobachteten mit MorphoPsi in Erythrocyten eine 10-fach höhere Aktivität als mit 
MorphoFru. Bei allen Probanden ist die Aktivität von FN3K plus FN3K-RP durchschnittlich 
15-mal höher als die FN3K-Aktivität.  
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Abbildung 4-63: Korrelation individueller Aktivitäten von „FN3K“ und „FN3K plus FN3K-RP“. 
Links: Mittelwerte nach 3.7.1 für 103 Probanden aus Zwei- bis Vierfachbestimmungen. Der Median 
aller Mittelwerte ist als Balken eingezeichnet. Rechts: Korrelation der Mittelwerte von FN3K- und 
FN3K plus FN3K-RP-Aktivität bei 103 Probanden.  
Tabelle 4-10: Statistische Kennzahlen der Bestimmung von FN3K und FN3K-RP in Erythrocyten von 
103 Probanden. 
 FN3K (mU/g Hb)  
HipLysFru 
FN3K plus FN3K-RP 
(mU/g Hb) HipLysPsi 
Verfahrensstandardabweichung  
(4.2.1, n = 2 bis 4) 1,0 (15 %) 12,5 (12 %) 
Spannweite 2,8 bis 12,5 60 bis 135 
Median aller Aktivitäten 7,0 101 
Interquartilsbereich 25 bis 75 % 5,6 bis 8,1 88 bis 116 
Standardabweichung der individuellen 
Aktivitäten (n = 103) 1,8 18 
 
Verglichen mit Literaturwerten sind die hier bestimmten FN3K-Aktivitäten von durchschnitt-
lich 7 mU/g Hb und einer Spannweite von 2,8 bis 12,5 mU/g Hb etwas höher als die gegen-
über MorphoFru, welche bei 26 nicht-diabetischen Probanden im Mittel 2,7 mU/g Hb 
(Spannweite 1 bis 4 mU/g Hb) betrug (Delpierre et al., 2006). Sie stimmen praktisch überein 
mit denen von Krause et al. (2006), die mit HipLysFru als Substrat an 7 Probanden Werte 
230 4 Ergebnisse und Diskussion  
zwischen 5 und 14 mU/g Hb ermittelten. Die  Präzision der Bestimmungen ist ausreichend: 
Delpierre et al. (2006) geben einen Variationskoeffizienten von 14 % an, Krause et al. (2006) 
einen von 2 bis 6 % für individuelle Proben. Zudem ist hier die interindividuelle Streuung der 
Enzymaktivitäten signifikant größer als die Streuung der Mehrfachbestimmungen.  
Auch bei der Aktivität von FN3K plus FN3K-RP lässt sich mit der unter 4.2.1.2 entwickelten 
Methode eine individuelle Variabilität feststellen, wenngleich die Spannweite von 60 bis 135 
mU/g Hb relativ zum Median von 101 mU/g Hb weniger groß ist als bei der FN3K-Aktivität. 
Die Aktivität von FN3K-RP aus Erythrocyten ist bisher nur an Mäusen, Ratten und Hühnern 
untersucht worden. Mit lysozymgebundenem LysPsi beträgt sie bei Mäusen und Ratten ca. 
4 mU/mg Protein, bei Hühnern 1 mU/mg Protein, jeweils mit vorgereinigter FN3K-RP 
(Delplanque et al., 2004). Aufgrund der Anreicherung des Enzyms ist kein Vergleich mit den 
hier ermittelten Werten möglich.  
4.2.6.2 Abschätzung der Aktivität von FN3K-RP 
Ob die hohe Summenaktivität „FN3K plus FN3K-RP“ repräsentativ für die Aktivität von 
FN3K-RP ist oder doch zu einem großen Teil von FN3K erzeugt wird, soll hier erörtert 
werden. Collard et al. (2003) untersuchten das kinetische Verhalten beider Enzyme getrennt, 
mit den Substraten MorphoFru und MorphoPsi. FN3K zeigt zum Psicose-ARP nicht nur eine 
deutlich geringere Affinität, wie auch in dieser Arbeit in Abschnitt 4.2.3.2 beobachtet, 
sondern setzt MorphoFru auch mit 1,5-facher Vmax und 25-facher katalytischer Effizienz 
schneller als MorphoPsi um. Diese Werte sollten auf die Substrate HipLysFru und HipLysPsi 
übertragbar sein, da der Einfluss der Aminokomponente im Vergleich zum Zucker relativ 
gering ist, wie in Abschnitt 4.2.3.2 gezeigt wurde. Da in Erythrocyten der Umsatz von 
HipLysPsi dennoch 15-mal schneller als der von HipLysFru ist, sollte FN3K-RP zu einem 
signifikanten Anteil daran beteiligt sein. 
Um diesen genauer quantifizieren zu können, wurde für ausgewählte Probanden die Aktivität 
von FN3K plus FN3K-RP nach dem Standardverfahren und parallel dazu mit Zusatz des in 
Abschnitt 4.2.3.7 identifizierten FN3K-Inhibitors PipdinFru untersucht. Extreme FN3K-Akti-
vitäten wurden bei der Auswahl der 16 Probanden bewusst überrepräsentiert. Mit 5 mM 
PipdinFru ohne Änderung der anderen Konzentrationen oder Volumina (Durchführung 3.7.1) 
sollte FN3K zu über 95 % gehemmt und die verbleibende HipLysPsi-Konversion allein der 
FN3K-RP zuzuschreiben sein. 
Im Median betrug die Hemmung 22 %, wobei bereits die Hälfte der Werte zwischen 20 und 
23 % Hemmung lagen (Spannweite 10 bis 30 %). Die jeweils in Einfachbestimmung ermittel-
ten Hemmungen der HipLysPsi-Konversion durch PipdinFru variieren also kaum, obwohl 
zum einen in den Inhibitorstudien große Schwankungen in der Hemmung der HipLysPsi-
Konversion durch Fructose-ARP beobachtet wurden (vgl. 4.2.4.1) und zum anderen die 
Streuung der individuellen FN3K-Aktivitäten bei gleicher Aktivität von FN3K plus FN3K-RP 
in Abbildung 4-63 relativ groß ist.  
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In Abbildung 4-64 sind die absoluten Differenzen zwischen der ungehemmten und der 
gehemmten Aktivität von FN3K plus FN3K-RP gegen die FN3K-Aktivität mit HipLysFru als 
Substrat aufgetragen. Die Differenz korreliert tendenziell mit der Höhe der FN3K-Aktivität. 
Entsprechend der Hypothese, dass die Differenz, d.h. die hemmbare Aktivität von FN3K plus 
FN3K-RP, der FN3K-katalysierten Umwandlung von HipLysPsi entspricht, sollte diese Kor-
relation stärker ausgeprägt sein. Hier stellt sich die Frage, ob PipdinFru wirklich nur FN3K 
hemmt und ob diese Hemmung vollständig ist. Eine genaue Charakterisierung der Hemmki-
netik von PipdinFru mit dem Substrat HipLysPsi sollte dies beantworten können. Nach den 
bisherigen Ergebnissen stellt das Enzym FN3K-RP drei Viertel der Aktivität von FN3K plus 
FN3K-RP; der Summenparameter ist ein repräsentatives Maß für die FN3K-RP-Aktivität. 

























Abbildung 4-64: Korrelation zwischen FN3K-Aktivität und mit PipdinFru hemmbarer Aktivität von 
FN3K plus FN3K-RP.  
Die Ordinate ist die Differenz der parallel bestimmten Aktivität von FN3K plus FN3K-RP, einmal 
ohne und einmal mit 5 mM PipdinFru als FN3K-Inhibitor (Durchführung 3.7.1). 
4.2.6.3 Mögliche Ursachen oder Auswirkungen der individuellen Ketosaminkinase-
Aktivität 
Um Hinweise auf mögliche Ursachen oder Auswirkungen der individuellen Unterschiede der 
Ketosaminkinase-Aktivitäten zu erhalten, wurden zwischen der Enzymaktivität und anderen 
verfügbaren Parametern der Probanden bivariate Korrelationen aufgestellt oder Mittelwerte 
verschiedener Gruppen verglichen (Durchführung vgl. 3.8 und Anhang A6, Tabelle 0-6). Das 
Alter der 103 Probanden lag aufgrund der Auswahlkriterien (vgl. 3.6) zwischen 35 Jahren und 
79 Jahren, im Median bei 65 Jahren. Es korrelierte weder mit der Aktivität von FN3K noch 
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mit der von FN3K plus FN3K-RP. Zwischen den Geschlechtern unterschieden sich die 
Enzymaktivitäten ebenfalls nicht.  
Die Glykierung des Hämoglobins am N-Terminus, ausgedrückt als HbA1c, lag bei den 
untersuchten Probanden mit 5,5 % (Median, Spannweite 4,7 bis 6,5) auf einem insgesamt 
normalem Niveau. Die geringe, vorhandene Variabilität hing zudem nicht von den Ketosa-
minkinase-Aktivitäten ab. Da N-terminale ARP schlecht von FN3K oder FN3K-RP gebunden 
werden (vgl. 4.2.3.5, 4.2.4.5) und auch deshalb ein Basisglykierungslevel von 5 % vorhanden 
ist, war dies zu erwarten. Auch die zum Zeitpunkt der Blutentnahme aktuelle Glucosekon-
zentration im Plasma, nüchtern oder 2 h nach eine oralen Glucosetoleranztest, korrelierte 
nicht mit den Ketosaminkinase-Aktivitäten. Werden die Probanden nach den Kriterien11 der 
Deutschen Diabetes-Gesellschaft anhand der Plasmaglucosekonzentrationen nach Glucose-
regulationsstörungen klassiert, ergeben sich auch keine Unterschiede in der Aktivität von 
FN3K oder FN3K plus FN3K-RP verschiedener Klassen (Abbildung 4-65). Wie in 2.5.4.7 
beschrieben sind beide Enzymaktivitäten anscheinend vom Glykierungsgrad, der anhand der 

















































n = 51 n = 10 n = 21 n = 13 n = 8 n = 51 n = 10 n = 21 n = 13 n = 8
Regulation der Glucosekonzentration im Blutplasma  
Abbildung 4-65: Zusammenhang zwischen Glucoseregulation und Ketosaminkinasen. 
Klassierung der Deutschen Diabetes-Gesellschaft 200911: NGR ... normale Glucoseregulation, IGT ... 
gestörte Glucosetoleranz, IFG ... erhöhte Glucose nüchtern, DM ... Diabetes mellitus. Boxplots mit 
Median (Querbalken), Interquartilsbereich (25 bis 75 % der Werte, Box), Spannweite (Linie), 
Ausreißer (offener Kreis), die mehr als 1,5 Boxlängen von der Boxkante entfernt liegen. 
                                                 
11 Praxis-Leitlinien der Deutschen Diabetes-Gesellschaft (Kerner und Brückel, 2009)  
NGR = normale Glucoseregulation;  IGT = gestörte Glucosetoleranz, Plasmaglucosekonzentration 2 h nach 
oralem Glucosetoleranztest (oGTT) ≥ 7,8 mM; IFG = erhöhte Plasmaglucosekonzentration nüchtern, 
≥ 5,6 mM; DM = neu entdeckter Diabetes, Plasmaglucose nüchtern ≥ 7,0 mM oder nach oGTT ≥11 mM. 
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Auffällig ist die signifikant höhere Aktivität von FN3K plus FN3K-RP bei Probanden, die 
angaben, an einer Nierenerkrankung zu leiden. Die FN3K-Aktivität selbst ist tendenziell 
erhöht. Auch Probanden, deren Eltern oder Geschwister an Diabetes erkrankt waren, wiesen 

































































































familiär (Eltern, Geschwister) belastet mit Diabetes eigene Nierenerkrankung
n = 16 n = 87n = 16 n = 87n = 49 n = 40n = 49 n = 40
**
 
Abbildung 4-66: Zusammenhang der Ketosaminkinase-Aktivitäten mit Nierenerkrankungen und 
familiärem Diabetes.  
Boxplots (siehe Abbildung 4-65). Mit ** markiert ist ein signifikanter Unterschied (α < 0.01) zwi-
schen der Ketosaminkinase-Aktivität zweier Gruppen. 
In welcher Weise eine hohe Ketosaminkinase-Aktivität und Nierenerkrankungen verschiede-
ner Art zusammenhängen, kann an dieser Stelle nicht beurteilt werden. Die Erkrankung 
Diabetes mellitus Typ 2 tritt familiär gehäuft auf (Kerner und Brückel, 2009), d.h. sie ist zu 
einem bedeutenden Teil genetisch bedingt. Auch die FN3K-Aktivität ist zum Teil genetisch 
bedingt (Delpierre et al., 2006), könnte also einen Teil des genetisch bedingten Diabetesrisi-
kos darstellen.  
Eine signifikant niedrigere FN3K-Aktivität zeigten Probanden, deren Eltern oder Geschwister 
einen Herzinfarkt oder Schlaganfall erlitten. Die Aktivität von FN3K plus FN3K-RP verhielt 
sich tendenziell gleich (Abbildung 4-67). Dies suggeriert wiederum einen positiven Effekt der 
Deglykierungsenzyme zumindest auf die Gesundheit der Blutgefäße.  

































































































Familiär (Eltern, Geschwister) Herzinfarkt Familiär (Eltern, Geschwister) Schlaganfall
n = 24 n = 66n = 24 n = 66n = 24 n = 64n = 24 n = 64
**
 
Abbildung 4-67: Zusammenhang der Ketosaminkinase-Aktivitäten mit familiären Herz-Kreislauf-
Erkrankungen.  
Boxplots (siehe Abbildung 4-65). Mit * markiert ist ein signifikanter Unterschied (α < 0.05) zwischen 
der Ketosaminkinase-Aktivität verschiedener Gruppen. 
Diese orientierende Auswertung weist auf differenzierte Zusammenhänge zwischen den 
Ketosaminkinase-Aktivitäten und Stoffwechselerkrankungen hin, deren Ursache noch geklärt 
werden muss. Eine hohe Ketosaminkinase-Aktivität könnte mit intrazellulären Schäden, wie 
sie durch hohe Konzentrationen an Dicarbonylverbindungen hervorgerufen werden (vgl. 
2.4.4), verbunden sein. Eine vererbte hohe FN3K-Aktivität könnte auf bisher unbekannte 
Weise atherosklerotischen Prozessen entgegen wirken und so das Risiko für Herz-Kreislauf-
Erkrankungen senken. Mohas et al. (2009) fanden allerdings keine signifikanten Zusammen-
hänge zwischen diabetischen Komplikationen und der genetischen FN3K-Variante, welche 
von Delpierre et al. (2006) mit einer höheren FN3K-Aktivität in Erythrocyten assoziiert 
wurde.  
Detailliertere Untersuchungen von individuellen Ketosaminkinase-Aktivitäten, verbunden mit 
der Untersuchung von Stoffwechselerkrankungen sind nötig, um die sich abzeichnende 
Bedeutung der Ketosaminkinasen zu verstehen. Derartige Studien werden durch die hier 
etablierten Methoden zur Bestimmung von FN3K und FN3K-RP ermöglicht. 
5 Zusammenfassung 235 
5 Zusammenfassung 
Der enzymatische Abbau von Amadori-Produkten (ARP) sowie der Einfluss von ARP auf 
Enzymreaktionen wurden am Beispiel von Ketosaminkinasen und intestinalen Disaccharida-
sen untersucht. Ziel war es zum einen, die Verdauung von Oligosaccharid-ARP aus Lebens-
mitteln zu verfolgen. Dabei galt es zu prüfen, ob die glycosidische Bindung dieser Verbin-
dungen durch Disaccharidasen hydrolysiert werden kann, und inwieweit die von Öste et al. 
(1985) beobachteten Hemmungen der Disaccharidasen durch Maillard-Produkt-Mischungen 
auf die ARP zurückzuführen sind. Zum anderen sollte das Spektrum an möglichen Substraten 
von Fructosamin-3-kinase (FN3K) und FN3K-related Protein (FN3K-RP) aus humanen 
Erythrocyten charakterisiert werden, um mit geeigneten Inhibitoren die kontrovers diskutierte 
Bedeutung von FN3K studieren zu können. Für FN3K-RP fehlte bisher auch eine Be-
standsaufnahme der individuellen Aktivitäten. 
Intestinale Disaccharidasen 
Als Modell für intestinale Disaccharidasen wurde die menschliche Coloncarcinom-Zelllinie 
Caco-2 verwendet, welche unter bestimmten Kulturbedingungen Sucrase-Isomaltase und 
Lactase-Phlorizinhydrolase auf einer Bürstensaummembran ausbildet. Mit dem photometrisch 
messbaren p-Nitrophenyl-α-glucosid konnte die Aktivität der Sucrase-Isomaltase direkt auf 
dem Zellrasen bestimmt werden. Mit Maltose oder Lactose und anschließender photometri-
scher Glucosebestimmung durch einen Glucoseoxidase-Assay konnte die Sucrase- und die 
Lactase-Aktivität mit den natürlichen Substraten auf dem intakten Zellrasen erstmals in 
Gegenwart von Inhibitoren bestimmt werden. Durch diese zerstörungsfreie Methode war es 
auch möglich, die Zellen im Anschluss weiter zu kultivieren und mehrfach zu verwenden. 
Die ARP von Lysin und Nα-Hippuryllysin aus Glucose, Maltose, Maltotriose und Lactose 
wurden synthetisiert, außerdem die Heyns-Produkte (HRP) aus Lactulose und Lysin. Die 
analytische Trennung und Quantifizierung von ARP und HRP verschiedener Zucker gelang 
mit RP-HPLC-UV nach Derivatisierung mit Phenylisothiocyanat, daneben mit Aminosäure-
analyse.  
So konnte die Hydrolyse der glycosidischen Bindungen von Maltulosyllysin und Maltotriulo-
syllysin durch bürstensaummembranständige α-Glucosidasen, wahrscheinlich Sucrase, 
bewiesen werden. Beide werden dabei mit geringerer Effizienz als Maltose umgesetzt, 
Maltotriulosyllysin jedoch deutlich schneller als Maltulosyllysin. Lactulosyllysin hingegen 
wurde nicht hydrolysiert. Analog dazu wurde die Hydrolyse von Maltulose beobachtet, 
während Lactulose intakt blieb. ARP und HRP von Monosacchariden wurden auf dem 
Zellepithel nicht abgebaut. Die ARP von Maltooligosacchariden aus Lebensmitteln werden 
mit der hier beobachteten Abbaugeschwindigkeit wahrscheinlich vollständig im Dünndarm 
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hydrolysiert. Lactulosyllysin dürfte jedoch wie die ARP von Monosacchariden in den 
Dickdarm gelangen. 
Neben ihrer Wirkung als konkurrierende Substrate könnten ARP die beiden Enzymkomplexe 
stärker kompetitiv hemmen, da sie wie bekannte Glycosidaseinhibitoren Aminogruppen in die 
Nähe der Carboxylgruppen des aktiven Zentrums der Enzyme bringen. Die beobachteten 
Enzymhemmungen waren jedoch nur schwach bis mittelstark. Sucrase (KM mit Maltose 1 bis 
3 mM) wurde, entsprechend den Affinitäten bei der Hydrolyse der ARP allein, von Maltulo-
syllysin (Kic = 2,3 mM) und Maltotriulosyllysin (Kic = 4,2 mM) gehemmt, nicht jedoch von 
Fructosyllysin. Lactase (KM mit Lactose 12 bis 20 mM) ließ sich mit Monosaccharid-ARP 
(Tagatosyllysin, Kic = 17 mM) und -HRP (Glucosyl-/Mannosyllysin, Kic = 12 mM) schwach 
kompetitiv hemmen. Der Einfluss der ARP und HRP war insgesamt zu gering, um mit den 
Konzentrationen bei der Verdauung in vivo spürbar zu werden. ARP sind demnach keine 
Inhibitoren für intestinale Disaccharidasen, zum Teil jedoch Substrate.  
Intrazelluläre Ketosaminkinasen 
In Anlehnung an eine HPLC-UV-Methode zur Bestimmung der Aktivität von Fructosamin-3-
kinase (FN3K) in Erythrocyten wurde eine Methode entwickelt, die auch die Aktivität von 
FN3K-RP mit dem Substrat Nε-Psicosyl-Nα-hippuryllysin erfasst. Letztere hat eine etwa 
doppelt so große Kapazität wie FN3K, wie an mehreren Probanden gezeigt werden konnte. 
Die Aktivitäten dieser beiden Enzyme in Erythrocyten weisen große interindividuelle Unter-
schiede auf und korrelieren miteinander. 
Zur Charakterisierung der Substratspezifität der deglykierenden Enzyme wurden eine Reihe 
von ARP synthetisiert: aus verschiedenen Monosacchariden (Glucose, 3-O-Methylglucose, 
Galactose, Allose, Ribose) und verschiedenen Aminen (Lysin, Alanin, Prolin, Cyclohexyla-
min, Piperidin, p-Toluidin, Pyrrolidin, γ-Pipecolin, Morpholin, Thiomorpholin, Thiazolidin, 
Piperazin, 4-Methylpiperazin) oder Protein (Casein).  
Die Affinität der Enzyme zu diesen Substanzen wurde durch Untersuchung der kompetitiven 
Hemmung in den oben beschriebenen Enzymaktivitätstests ermittelt. Dabei verhielt sich 
FN3K bemerkenswert unspezifisch. Insbesondere Fructose- und Ribulose-Derivate von 
hydrophoben Aminen wie Pyrrolidin, γ-Pipecolin und Piperidin hemmten die Phosphorylie-
rung von Nε-Fructosyl-Nα-hippuryllysin stark. So konnte mit N-Fructosylpiperidin ein 
kompetitiver Inhibitor (Kic = 6 µM) identifiziert werden, welcher deutlich effektiver als bisher 
bekannte Inhibitoren wie N-Fructosylmorpholin (Kic = 94 µM) ist.  
Die Substratspezifität von FN3K-RP konnte in dieser Arbeit weniger detailliert untersucht 
werden, da alle ihrer bisher bekannten Substrate, wie das verwendete Nε-Psicosyl-Nα-
Hippuryllysin, auch von FN3K phosphoryliert werden. Durch selektive Hemmung der FN3K 
mit dem identifizierten Inhibitor N-Fructosylpiperidin ließ sich bestätigen, dass FN3K-RP vor 
allem zu Ribulose-ARP eine hohe Affinität zeigt. Der IC50-Wert von Nε-Ribulosyllysin neben 
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5 mM Substrat beträgt nur 0,08 mM, der von N-Ribulosylmorpholin 0,05 mM. Die Art des 
Amins in den verschiedenen Inhibitoren hat auf die Stärke der Hemmung weniger Einfluss als 
bei FN3K. 
In Zusammenarbeit mit dem Zentrum für klinische Studien Dresden konnten in orientierenden 
Studien Zusammenhänge zwischen der Aktivität der Ketosaminkinasen und der familiären 
Disposition zu Diabetes und kardiovaskulären Erkrankungen beobachtet werden. Probanden, 
in deren Familie Diabetes mellitus Typ 2 auftrat, zeigten tendenziell höhere FN3K- und 
FN3K-RP-Aktivitäten als andere. Bei Probanden mit einer Nierenerkrankung waren die 
Aktivitäten von FN3K und FN3K-RP ebenfalls erhöht. Signifikant erniedrigt war die FN3K-
Aktivität von Probanden, die mit Herz-Kreislauf-Erkrankungen familiär vorbelastet waren. 
Zur Beurteilung der physiologischen Bedeutung von FN3K und FN3K-RP sind weitergehen-
de Studien zu Ketosaminkinase-Aktivitäten notwendig. Diese werden durch die neu etablierte 
FN3K-RP-Bestimmungsmethode und den selektiven FN3K-Inhibitor N-Fructosylpiperidin 
ermöglicht.  
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A.1 Glucose- und Galactoseaufnahmerate Caco-2-Zellen 
Zu Abschnitt 4.1.1 nach der Methode von Abschnitt 3.5.2.4 









0 0  -  -0,86  
100 100 11,1 0,19 
400 400 2,6 0,17 
800 800 11,4 1,19 
1200 1200 11,1 1,76 
100 0 9,9 0,14 
400 0 8,5 0,44 
800 0 5,7 0,57 
1200 0 6,6 1,01 
 







45 min (%) 
Aufnahmerate Glucose 
(nmol/(min·cm2))  
in 45 min 
0 0  -  -0,02 
100 100 11,1 0,19 
300 300 2,6 0,17 
600 600 11,1 1,76 
100 0 -13,3 -0,05 
300 0 6,4 0,09 
600 0 6,6 0,19 
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A.2 Hemmung der α-Glucosidasen 
Zu Abschnitt 4.1.3 und 4.1.4 


















 Ref. 1a - 9,04 ± 0,38 3,34 ± 0,44 2,71 - -  
 Ref. 1b - 9,08 ± 0,77 2,58 ± 0,77 3,51 - -  
LysFru_a 15,1 9,09 ± 0,41 4,81 ± 0,59 1,89 34,8 (-2,75 M) 
LysFru_b 15,1 7,33 ± 0,22 3,93 ± 0,36 1,86 17,1 63,1 
6,09 
(30) 
LysMalu_a 4,9 11,68 ±0,78 12,30 ±1,57 0,95 2,64 (-21,7) 
LysMalu_b 4,9 8,65 ± 0,44 8,42 ± 0,95 1,03 2,02 97,2 
6,05 
(10) 
LysMaltriu_a 5,0 9,39 ± 0,67 6,73 ± 1,21 1,40 5,31 (-133) 
LysMaltriu_b 5,0 10,00 ±0,68 7,36 ± 1,16 1,36 3,15 (-54,3) 
5,94 (5) 
Maltulose_a 4,9 9,14 ± 0,49 7,60 ± 0,94 1,20 3,91 (-452) 
Maltulose_b 4,9 7,81 ± 0,57 5,96 ± 1,09 1,31 2,91 30,1 
6,09 
(10) 
Acarbose_a 7,7 µM 9,93 ± 0,53 10,27 ±1,12 0,97 4,28 µM 
(-86 
µM) 
Acarbose_b 7,7 µM 7,70 ± 0,42 8,66 ± 1,12 0,89 2,61 µM 42,8 µM 
5,96 
(0,02) 
Ref. 2a - 8,19 ± 0,37 0,91 ± 0,21 8,99 - -  
Ref. 2b - 8,21 ± 0,33 0,87 ± 0,18 9,47 - -  





Fructose 15,0 7,86 ± 0,62 0,80 ± 0,34 9,77 (-271) 347 5,98 (30) 
*: Durchführung nach 3.5.2.3 mit 24-Well-Platten, mind. 17 d konfluent, 500 µl Inkubationsvolumen, 20 min 
Inkubationszeit, 0,5 -20 mM Maltose in 9 Stufen. Enzymatische Glucosebestimmung mit Glucoseoxidase nach 
3.5.3.1. Angabe der Reaktionsgeschwindigkeit als Maltosehydrolyse, d.h. Glucose, abzüglich der möglicherwei-
se freigesetzten Glucose aus Inhibitoren, halbiert. 
#
 Angabe der Streuung als Quadratwurzel der Kovarianz der Funktionsparameter (Origin®) 
~ a und b: Doppelbestimmungen; Ref.: Maltose ohne Inhibitorzusatz, als Referenz für Berechnung der Inhibitor-
Wirkung. Für Ref. 1 wurden aufgrund systematischer Abweichungen nicht der Mittelwert, sondern jeweils a 
oder b als Referenzwert verwendet.  
** pH-Wert der zum Test eingesetzten Inhibitorlösung in MES-Puffer, mit Angabe der Inhibitorkonzentration in 
mM in Klammern 
*** Streuung als SD aus Fehlerfortpflanzung 
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A.3 Hemmung der β-Galactosidasen 
Zu Abschnitt 4.1.7 


















 Ref. 1a - 1,36 ± 0,10 19,5 ± 4,4 0,0694 - -  
 Ref. 1b - 1,27 ± 0,10 20,0 ± 4,5 0,0638 - -  
Lactulose_a 10,1 1,11 ± 0,11 18,9 ± 5,2 0,0588 75,5 55,2 
Lactulose_b 10,1 1,17 ± 0,06 18,3 ± 2,7 0,0637 215,8 77,8 
6,01 
(10) 
LysLacu_a 7,71 1,16 ±0,10 20,6 ±5,1 0,0563 41,8 56,3 
LysLacu_b 7,71 1,11 ± 0,10 18,7 ± 4,7 0,0594 63,7 42,0 
5,99 
(7,7) 
Ref. 2a - 1,53 ± 0,12 25,6 ± 5,3 0,0599 - -  
Ref. 2b - 1,34 ±0,09 19,1 ± 3,8 0,0701 - -  
LysFru_a 14,2 1,35 ± 0,08 13,8 ± 2,6 0,0977 (-42,6) 225,9 
LysFru_b 14,2 1,24 ± 0,08 15,7 ± 3,1 0,0793 (-79,2) 90,6 
6,09 
(30) 
LysTag_a 12,3 1,08 ± 0,08 29,6 ± 5,5 0,0367 15,9 37,7 
LysTag_b 12,3 1,07 ± 0,06 27,9 ± 4,0 0,0383 17,6 35,7 
6,05 
(12) 
TRIS_a 3,78 1,25 ± 0,10 36,3 ±6,4 0,0346 4,29 26,1 
TRIS_b 3,78 1,20 ± 0,12 40,8 ± 9,0 0,0293 3,10 18,7 
6,23 
(3,78) 
Ref. 3a - 1,85 ± 0,11 15,1 ± 3,0 0,1224 - -  
Ref. 3b - 1,57 ± 0,09 11,7 ± 2,4 0,1348 - -  
LysLac 10,5 1,41 ± 0,11 12,4 ± 2,9 0,1137 84,9 50,4 n.b. 
LysGlc/Man 14,4 0,93 ± 0,05 16,3 ± 2,4 0,0571 11,5 17,2 5,79 (15) 
Galactose_a 14,9 2,23 ± 0,40 21,3 ± 10,8 0,1046 65,0 (-64,1) 
Galactose_b 14,9 1,95 ± 0,22 10,6 ± 4,6 0,1839 (-46,7) (-122) 
5,99 
(30) 
Ref. 4a - 1,81 ± 0,12 13,1 ± 2,8 0,1380 - -  
Ref. 4b - 1,71 ± 0,16 11,8 ± 3,9 0,1452 - -  
Acarbose_a 10,3 µM 1,63 ± 0,13 12,4 ± 3,3 0,1316 0,135 0,132 
Acarbose_b 10,3 µM 1,48 ± 0,15 8,1 ± 3,4 0,1823 (-0,046) 0,054 
5,96 
(0,02) 
Ref. 5a ° - 1,59 ± 0,17 12,1 ± 4,5 0,1316 - -  
Ref. 5b ° - 1,54 ± 0,10 11,6 ± 2,7 0,1327 - -  
Glucose_a ° 15,1 2,64 ± 0,23 46,8 ± 8,7 0,0565 11,26 (-37,1) 5,96 


















Glucose_b ° 15,1 2,84 ± 0,53 61,5 ± 21,9 0,0461 8,08 (-33,8) (30) 
Ref. 6a  2,15 ± 0,14 13,3 ± 2,8 0,1624 - -  








9,82 µM 0,95 ± 0,11 20,1 ± 6,7 0,0473 3,90 µM 8,2 µM 
5,94 (20 
µM) 
*: Durchführung nach 3.5.2.3 mit 24-Well-Platten, mind. 25 d konfluent, 350 µl Inkubationsvolumen, 50 min 
Inkubationszeit, 7 -100 mM Lactose in 9 Stufen. Enzymatische Glucosebestimmung mit Glucoseoxidase nach 
3.5.3.1. Angabe der Reaktionsgeschwindigkeit als Bildung von Glucose. Korrektur der Aktivität jedes Wells mit 
dem Faktor der im Anschluss bestimmten Maximalaktivität mit 80 mM Lactose (Mittelwert/Einzelwert). 
° Enzymatische Galactosebestimmung nach 3.5.3.4 mit 140 µl Inkubat. Angabe der Reaktionsgeschwindigkeit 
als Bildung von Galactose.  
#
 Angabe der Streuung als Quadratwurzel der Kovarianz der Funktionsparameter (Origin®) 
~ a und b: Doppelbestimmungen; Ref.: Lactose ohne Inhibitorzusatz, Mittelwert als Referenz für Berechnung der 
Inhibitor-Wirkung. 
** pH-Wert der zum Test eingesetzten Inhibitorlösung in MES-Puffer, mit Angabe der Inhibitorkonzentration in 
mM in Klammern 
A.4 S. aureus FN3K plus FN3K-RP-Aktivität 
















HipLysFru  - 34,10 10 100 0,7 
HipLysFru LysFru 38,08 12 111 0,8 
HipLysFru LysPsi 26,20 8 79 0,5 
HipLysFru LysRul 24,62 8 74 0,5 
HipLysPsi  - 1064,38 303 100 19,9 
HipLysPsi LysFru 974,90 278 92 18,2 
HipLysPsi LysPsi 828,68 236 78 15,5 
HipLysPsi LysRul 735,74 210 69 13,8 
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A.5 FN3K und FN3K-RP-Inhibitorscreening 
Tabelle 0-5: Hemmung der FN3K und FN3K-RP durch verschiedene Substanzen (3.7.4.1). 
Kurzname 
alphabetisch 
Hemmung von FN3K in %,  
0,50 mM HipLysFru  
(Inhibitorkonzentration 0,50 mM, wenn 
nicht anders in Klammern) 
Hemmung von FN3K plus FN3K-RP 
in %, 4,8 mM HipLysPsi  
(Inhibitorkonzentration 4,8 mM, wenn 
nicht anders in Klammern) 
3DG-H 1,9 2,7   2,0 -1,3   
AlaFru 11,5 8,3 14,9 21,3  
(1 mM) 
18,3 26,3 16,2 17,1 
Ala-LysFru 31,2 26,1   n.b.    
AnthraGlc 2,3 -0,4   -2,4 0,8   
Casein 3 ± 3    0    
CaseinFru 78 (0,6 
mM) 
   n.b.    
CaseinRul n.b.    48 (0,82 
mM) 
   
CyclamFru 17,8 8,1   17,4 20,4   
CyclamRul 11,1 6,5   83,1 83,7 30,3 (0,48 
mM) 
 
Lys3OMeFru 0,9 0,6   6,7 2,9   
LysFrua 18,1 25,0 21,6 23,7 27,6 29,9 35,1 13,8 
LysFru-Ala 28,6 25,0   n.b.    
LysGlc/Man 2,4 5,0   18,6 15,2   
LysGlc 1,2 4,2   3,6 3,7   
LysPsi 2,9 3,4   25,2 29,4   
LysRula 58,9 44,3 58,0 37,2 82,5 96,7 87,2 (0,48 
mM) 
87,2 
LysTag -1,9 0,6 2,5 1,5 15,4 18,7 15,0 10,0 
MePiprazFru 12,2 9,1   30,1 16,9   
MorphoFrua,b 14,9 21,0 15,8 19,8 29,3 35,6 22 13,8 
MorphoPsi 6,8 7,7   36,4 38,5   
MorphoRula 9,1 15,2   94,9 97,7 87,9 (0,48 
mM) 
 
MorphoTag 3,3 3,0   11,9 3,2 5,1  
PipcolFru 83,4 86,4   33,3 40,4   
PipdinFrua,b 77,2 76,6   18,0 22,5 27,3 30,6 
PipdinRul 36,7 54,1   96,5 97,7 86,8 (0,48 
mM) 
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Kurzname 
alphabetisch 
Hemmung von FN3K in %,  
0,50 mM HipLysFru  
(Inhibitorkonzentration 0,50 mM, wenn 
nicht anders in Klammern) 
Hemmung von FN3K plus FN3K-RP 
in %, 4,8 mM HipLysPsi  
(Inhibitorkonzentration 4,8 mM, wenn 
nicht anders in Klammern) 
PiprazFru 2,0 2,8 0,8  19,4 21,4   
PiprazRul 16,6 24,9   87,7 91,4 55,8 (0,48 
mM) 
 
ProlinFru 0,8 2,2   -4,9 1,1   
ProlinRul -0,2 1,3   -1,7 -0,6   
Pyrralin 1,2 2,7   5,5 1,4   
PyrrolFru 68,5 67,9   26,4 27,3   
ThiazoFru 12,8 12,6   15,9 16,6   
ThiazoRul 22,3 25,5   88,5 91,4 58,0 (0,48 
mM) 
 
ThiomoFru 17,5 19,9 18,9  19,4 20,3   
ThiomoRul 59,8 57,0   96,1 98,0   
ToluidFru 0,5 7,6   0,6 7,9   
n.b.: nicht bestimmt 
a: IC50-Wert bestimmt.  
b: Ki-Wert bestimmt 
A.6 Statistische Auswertung individueller Ketosaminkinase-
Aktivitäten 
Zu Abschnitt 4.2.6.3: Zusammenhänge zwischen stoffwechselspezifischen Daten und FN3K- 
oder FN3K plus FN3K-RP-Aktivität. 
Tabelle 0-6: statistische Auswertung individueller Ketosaminkinase-Aktivitäten 
Parameter Verteilung FN3K (normalverteilt) FN3K plus FN3K-RP 
(normalverteilt) 
Alter in Jahren Normal 
(kubische 
Transf.) 
Korrelation nach Pearson, n.s.  
 
Korrelation nach Pearson, n.s.  
 
Geschlecht 2 Kategorien In Kategorien nicht normal-
verteilt, Mann-Whitney-U-
Test, n.s. 
In Kategorien nicht normal-
verteilt, Mann-Whitney-U-
Test, n.s. 
HbA1c (%) Normal 
(logarithm. 
Transf.) 
Korrelation nach Pearson, n.s.  
 




Korrelation nach Pearson, n.s.  Korrelation nach Pearson, n.s.  
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Parameter Verteilung FN3K (normalverteilt) FN3K plus FN3K-RP 
(normalverteilt) 






Korrelation nach Pearson, n.s.  
 




5 Kategorien In Kategorien nicht normal-
verteilt, Kruskal-Wallis-Test, 
n.s. 





2 Kategorien Mittelwertvergleich (t-Test), 
n.s. 
In Kategorien nicht normal-
verteilt, Mann-Whitney-U-
Test, n.s.  
(α = 0,052) 
Nierenerkran-
kung 
2 Kategorien Mittelwertvergleich (t-Test), 
n.s. 
In Kategorien nicht normal-
verteilt, Mann-Whitney-U-
Test, α = 0,009 
Herzinfarkt 
familiär 
2 Kategorien In Kategorien nicht normal-
verteilt, Mann-Whitney-U-
Test, 
α = 0,049 





2 Kategorien Mittelwertvergleich (t-Test),  
α = 0,031 
In Kategorien nicht normal-
verteilt, Mann-Whitney-U-
Test, n.s. (α = 0,061) 
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